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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para prevenir la incorporacion erréonea de norleucina en proteinas
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a procedimientos y composiciones para prevenir la incorporaciéon errénea de
norleucina en proteinas durante la produccién de proteinas recombinantes en bacterias. La presente invencién
también proporciona células huésped de microorganismos y moléculas de acido nucleico para su uso con los
procedimientos y composiciones proporcionados en el presente documento.

ANTECEDENTES

La norleucina, un anélogo del aminoacido metionina, se puede incorporar erréneamente en proteinas en lugar de
residuos de metionina. Cuando se expresan en Escherichia coli (E. coli), muchas proteinas heterélogas han
incorporado errbneamente por equivocacion norleucina en lugares donde deberian aparecer residuos de
metionina. La incorporacidon errbnea de norleucina en proteinas, en particular en proteinas heterélogas
producidas por medios recombinantes, en general se considera indeseable debido, en parte, a la produccién
resultante de proteinas alteradas que tienen caracteristicas indeseables.

Se ha observado incorporacion errénea de norleucina en las posiciones de metionina durante la produccion de
proteinas recombinantes en E. coli durante mas de 50 afios. (Véase, por ejemplo, Munier y Cohen (1959)
Biochim Biophys Acta 31:378-391; Cohen y Munier (1956) Biochim Biophys Acta 21:592-593; Cohen y Munier
(1959) Biochim Biophys Acta 31:347-356; y Cowie et al., (1959) Biochim Biophys Acta 34:39-46). Por ejemplo,
aproximadamente un 14 % de los residuos de metionina en la metionilsomatotropina bovina (MBS) presentaron
incorporacion errénea de norleucina durante la produccién recombinante de esta proteina en E. coli, y también se
sustituyeron aproximadamente un 6 % de los residuos de metionina en proteinas de E. coli naturales con
norleucina. (Véase Bogosian et al., (1989) J Biol Chem 264:531-9). En otro ejemplo, la producciéon de
interleucina-2 en una fermentacion de E. coli en medio minimo dio como resultado que aproximadamente un
19 % de los residuos de metionina en la proteina recombinante se sustituyeron con norleucina. (Véase Tsai et
al.,, (1988) Biochem Biophys Res Commun 156:733-739). Otros estudios mostraron que se puede producir
incorporacion erronea de residuos de norleucina en la proteina tanto en residuos de metionina internos como en
el residuo de metionina aminoterminal. (Véase Brown (1973) Biochim Biophys Acta 294:527-529; y Barker y
Bruton (1979) J Mol Biol 133:217-231).

La norleucina compite con la metionina por su incorporacion en proteinas debido a la naturaleza promiscua de la
enzima metionil ARNt sintetasa (MetG). (Véase Trupin et al., (1966) Biochem Biophys Res Commun 24:50-55; y
Fersht y Dingwall (1979) Biochemistry 18:1250-1256). Los estudios cinéticos con la enzima MetG de E. coli
mostraron que la acilacion de MetG es aproximadamente 4 veces mayor con metionina en comparacion con la
de norleucina. (Véase van Hest et al., (2000) Am Chem Soc 122:1282-1288). Debido a la relajada especificidad
por sustrato de MetG, la norleucina puede sustituir a la metionina en la reaccién de acilacion, dando como
resultado la incorporacién erronea de norleucina en proteinas en lugar de metionina.

La incorporacion errénea de residuos de norleucina en lugar de residuos de metionina en la produccion de
proteinas recombinantes en general se considera indeseable. Las proteinas o polipéptidos recombinantes que
contienen residuos de norleucina incorporados erréneamente pueden presentar una alteracion en las
caracteristicas estructurales y funcionales, tales como, por ejemplo, una alteracién en la sensibilidad a la
protedlisis, una disminucién en la actividad bioldgica o un incremento en la inmunogenicidad.

Se han desarrollado diversas estrategias para reducir o prevenir la incorporacion erronea de norleucina durante
la produccién de proteinas recombinantes. Por ejemplo, se ha usado la complementacién del medio de cultivo
celular con metionina durante el proceso de fermentacion (por alimentacién/adicion continua o en bolo de
metionina) para garantizar que esté disponible metionina en exceso para las células, reduciendo asi la
probabilidad de una carga incorrecta del metionil ARNt con norleucina. (Véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos n.° 5.599.690). Aunque la alimentacién/adicion continua o en bolo de metionina redujo la
extension de la incorporacion errénea de norleucina en proteinas recombinantes, la complejidad operativa y el
coste del proceso de fermentacion se pueden incrementar. Ademas, la alimentacién/adicion continua o en bolo
de metionina durante la fermentacion puede dar lugar a una dilucién indeseable del contenido del fermentador,
dando como resultado densidades celulares menores y rendimientos de producto menores.

También se ha usado la delecion de genes implicados en la via biosintética de norleucina tal como, por ejemplo,
la delecién de genes del operén de leucina (leuA, leuB, leuC y leuD) o la delecion de genes que codifican
transaminasas tales como ilvE o tyrB, para reducir la incorporacion errénea de norleucina en proteinas. (Véase
Bogosian et al., (1989) J Biol Chem 264:531-539; Tsai et al., (1989) Biochem Biophys Res Commun 156:733-
739; y Randhawa et al., (1994) Biochemistry 33:4352-4362). Sin embargo, la deleciébn de genes de la via
biosintética para prevenir la incorporacién errénea de norleucina puede requerir la adicion de otros aminoacidos
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(tales como leucina o isoleucina) al medio de cultivo durante la fermentacion ya que muchos genes implicados en
la biosintesis de norleucina también estan implicados en la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada.
(Véase Bogosian et al., (1989) J Biol Chem 264:531-539; véase la figura 8 de la presente memoria descriptiva).

Otra estrategia usada para prevenir la incorporacion erronea de norleucina implico la coexpresién de enzimas
que degradan la norleucina, incluyendo, por ejemplo, aminoacido deshidrogenasas y aminoacido oxidasas. Sin
embargo, este enfoque requirid la sobreexpresion de estas enzimas, lo que puede no ser deseable durante la
produccién de proteinas recombinantes, y puede dar lugar a rendimientos de proteinas recombinantes menores.
(Veéase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n.° US2007/0009995). Ademas, la
sobreexpresion de estas enzimas puede dar como resultado la degradacién de otros aminoacidos analogos
durante el proceso de fermentacién. También se realiz6 la alteracion de la secuencia de aminoéacidos primaria
del polipéptido que se va a expresar sustituyendo codones de metionina con otros codones para prevenir la
incorporacion errénea de norleucina. (Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.698.418). Sin
embargo, dichas sustituciones pueden dar lugar a una disminucién en la actividad o cambios estructurales en la
proteina resultante, una consecuencia altamente indeseable para la produccion de proteinas recombinantes en la
industria de la biotecnologia.

La patente de Estados Unidos n.° 7.371.551 divulga una cepa bacteriana que comprende una homoserina
transsuccinilasa mutada en Y294C que tiene una reduccion en la sensibilidad hacia L-metionina y retroinhibicién
de SAM. Sin embargo, esta referencia no divulga el uso de dicho mutante para la produccién de una proteina o
polipéptido sin incorporacion errénea de norleucina. El documento WO89/07651 en general sugiere, sin datos, el
uso de un huésped sobreproductor de metionina con el proposito de eliminar la incorporacion de norleucina en la
produccién de proteinas.

Como se indica anteriormente, los procedimientos actuales usados para prevenir la incorporaciéon errénea de
norleucina durante la produccion de proteinas recombinantes en microorganismos se asocian con diversas
desventajas; por lo tanto, existe la necesidad de procedimientos novedosos Utiles para prevenir o reducir la
incorporacion errénea de norleucina en proteinas, en particular durante la produccién de proteinas
recombinantes en microorganismos, tales como E. coli.

La presente invencibn cumple esta necesidad proporcionando células huésped de microorganismos
genomanipulados eficaces para prevenir la incorporacion erronea de norleucina durante la produccién de
proteinas recombinantes en microorganismos, tales como, por ejemplo, bacterias. La presente invencion
proporciona, entre otros, células huésped de E. coli que comprenden los alelos metA y metK mutados (es decir,
secuencias de &cido nucleico de metA y metK alteradas) que dan como resultado la produccion de metionina por
el microorganismo en un grado o extension suficiente para reducir o prevenir la incorporacién erronea de
norleucina en proteinas y polipéptidos. El analisis de proteinas recombinantes producidas utilizando dichas
células huésped mostré que se elimind la incorporacion errénea de residuos de norleucina en lugar de residuos
de metionina. La presente invencién demuestra ademas que el rendimiento del proceso de fermentacién usando
dichas células huésped de E. coli, incluyendo el crecimiento de las células huésped y los valores de los
productos de proteinas recombinantes utilizando dichas células huésped de E. coli, fue comparable al observado
en células huésped de control.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un procedimiento para prevenir o reducir la incorporacion errénea de
norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o el polipéptido
en un microorganismo, en el que el microorganismo es un microorganismo mutante que produce metionina en un
grado o extension suficiente para prevenir o reducir la incorporacion errénea de norleucina en la proteina o
polipéptido, en el que el microorganismo comprende un alelo metA mutante que comprende la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:24.

En algunos modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona procedimientos para prevenir o reducir la
incorporacion erronea de norleucina en una proteina o polipéptido expresado por un microorganismo, en los que
el microorganismo produce metionina en un grado o extension suficiente para prevenir o reducir la incorporacion
erronea de norleucina en la proteina o polipéptido. En algunos modos de realizacion, el microorganismo es un
microorganismo con homoserina succiniltransferasa resistente a la autorregulacién o insensible a la
autorregulacion. En otros modos de realizacién, el microorganismo es un microorganismo que comprende un
alelo metA mutante, un alelo metK mutante o un alelo metA mutante y un alelo metK mutante.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacién proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante,
en los que el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucion
aminoacidica en MetA seleccionada del grupo que consiste en una sustitucion de arginina a cisteina en la
posicién aminoacidica 27, una sustitucion de glutamina a acido glutamico en la posicion aminoacidica 64, una
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sustitucion de tirosina a cisteina en la posicion aminoacidica 294, una sustitucién de isoleucina a serina en la
posicién aminoacidica 296, y una sustitucién de prolina a leucina en la posicién aminoacidica 298. En algunos
modos de realizacion, el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
sustituciones aminoacidicas en MetA que comprende una sustitucion de isoleucina a serina en la posicion
aminoacidica 296 y una sustitucién de prolina a leucina en la posicion aminoacidica 298. Las posiciones
aminoacidicas de MetA descritas en el presente documento en la presente memoria descriptiva se refieren a la
secuencia de aminoacidos de MetA natural como se muestra en la figura 7A y SEQ ID NO:29.

En otros modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante,
en los que el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25y SEQ ID NO:26.

Como se establece anteriormente, la presente divulgaciéon proporciona procedimientos para prevenir o reducir la
incorporacion erronea de norleucina en una proteina o polipéptido expresado por un microorganismo, en los que
el microorganismo produce metionina en un grado o extension suficiente para prevenir o reducir la incorporacion
erronea de norleucina en la proteina o polipéptido. En otros modos de realizacién, la presente divulgacion
proporciona procedimientos para reducir o prevenir la incorporacion errénea de norleucina en una proteina o
polipéptido expresado por un microorganismo, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o
polipéptido en el microorganismo, en los que el microorganismo es un microorganismo desreprimido para la
produccién de metionina. En algunos modos de realizacion, el microorganismo esta desreprimido para la
produccién de metionina debido a la pérdida de funcion parcial de la S-adenosilmetionina sintasa. En otros
modos de realizacién, la presente divulgacién proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido expresado por un microorganismo,
comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o polipéptido en el microorganismo, en los que el
microorganismo comprende un alelo metKk mutante. En algunos modos de realizacion, el alelo metK mutante da
como resultado una pérdida de funcién parcial de MetK.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacién proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metKk mutante,
en los que el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucion
aminoacidica en MetK que comprende una sustitucién de valina a 4cido glutdmico en la posicion aminoacidica
185. En otros modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir
la incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar
la proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metK mutante,
en los que el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico que comprende una delecién de la
base citosina en la posicién de residuo de acido nucleico 1132 del alelo metK. Las posiciones aminoacidicas de
MetK descritas en el presente documento en la presente memoria descriptiva se refieren a la secuencia de
aminoacidos de MetK natural, como se muestra en la figura 8A y SEQ ID NO:30. Las posiciones de acido
nucleico de metK descritas en el presente documento en la presente memoria descriptiva se refieren a la
secuencia de acido nucleico de metK natural como se muestra en la figura 8B y SEQ ID NO:32.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgaciéon proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metK mutante,
en los que el alelo metKk mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28.

En otros modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y
un alelo metK. En algunos modos de realizacién, el alelo metA mutante comprende una secuencia de &cido
nucleico que codifica una sustitucion de tirosina por cisteina en la posicion aminoacidica 294 de MetA y el alelo
metK mutante comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica una sustitucion de valina a é&cido
glutdmico en la posiciébn aminoacidica 185 de MetK. En otros modos de realizacion, la presente divulgacion
proporciona procedimientos para reducir o prevenir la incorporacion errénea de norleucina en una proteina o
polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que
el microorganismo comprende un alelo metA mutante y un alelo metK, en los que el alelo metA mutante
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucion de tirosina a cisteina en la posicion
aminoacidica 294 de MetA, y en los que el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico que
comprende una delecion de la base citosina en la posicién de residuo de acido nucleico 1132 del alelo metK.

En otros modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
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proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y
un alelo metK mutante, y en los que el alelo metA mutante comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO:24, y el alelo metK mutante comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:27. Aln en otros
modos de realizacién, la presente divulgacién proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y
un alelo metK mutante, en los que el alelo metA mutante comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO:24, y el alelo metK mutante comprende la secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO:28.

La presente divulgacion proporciona ademas células huésped de microorganismos Utiles para prevenir o reducir
la incorporacion errénea de norleucina en proteinas y polipéptidos expresados por una célula huésped de
microorganismo. La presente divulgacion también proporciona células huésped de microorganismos para su uso
en la expresion de proteinas o polipéptidos por la célula huésped de microorganismo, en las que las proteinas o
polipéptidos expresados no tienen incorporacion errénea de norleucina. En algunos modos de realizacion, la
célula huésped de microorganismo es una bacteria. En otros modos de realizacién, la célula huésped de
microorganismo es E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo (por ejemplo, una célula huésped de microorganismo),
en el que el microorganismo produce metionina en un grado o extension suficiente para prevenir o reducir la
incorporacion errénea de norleucina en proteinas o polipéptidos expresados por el microorganismo. En algunos
modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el microorganismo es
un microorganismo con homoserina succiniliransferasa insensible a la autorregulacion. En otros modos de
realizacion, la presente divulgacién proporciona un microorganismo que comprende un alelo metA mutante. En
algunos modos de realizacién, la presente divulgaciéon proporciona un microorganismo que comprende un alelo
metA mutante, en el que el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una
sustitucion aminoacidica en MetA seleccionada del grupo que consiste en una sustitucion de arginina a cisteina
en la posicién aminoacidica 27, una sustitucion de glutamina a acido glutamico en la posicion aminoacidica 64,
una sustitucion de tirosina a cisteina en la posicién aminoacidica 294, una sustitucién de isoleucina a serina en la
posicion aminoacidica 296 y una sustitucion de prolina a leucina en la posicion aminoacidica 298. En algunos
modos de realizacion, la célula huésped de microorganismo es una bacteria. En otros modos de realizacion, la
célula huésped de microorganismo es E. coli.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un
alelo metA mutante, en el que el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
mas de una sustitucion aminoacidica en MetA. En algunos modos de realizacion, el alelo metA mutante
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucion de isoleucina a serina en la posicion
aminoacidica 296 en MetA y una sustitucion de prolina a leucina en la posicién aminoacidica 298 en MetA. En
algunos modos de realizacion, la célula huésped de microorganismo es una bacteria. En otros modos de
realizacion, la célula huésped de microorganismo es E. coli.

En algunos modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el
microorganismo comprende un alelo metA mutante, en el que el alelo metA mutante comprende una secuencia
de &cido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ
ID NO:26. En algunos modos de realizacién, la célula huésped de microorganismo es una bacteria. En otros
modos de realizacion, la célula huésped de microorganismo es E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo (por ejemplo, una célula huésped de microorganismo),
en el que el microorganismo produce metionina en un grado o extension suficiente para prevenir o reducir la
incorporacion errénea de norleucina en proteinas o polipéptidos expresados por el microorganismo.

En algunos modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el
microorganismo es un microorganismo desreprimido para la produccion de metionina. En algunos aspectos, el
microorganismo desreprimido para la produccion de metionina resulta de una pérdida de funcion parcial de la S-
adenosilmetionina sintasa. En otros modos de realizacién, la presente divulgacién proporciona un
microorganismo que comprende un alelo metK mutante. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un alelo metK mutante, en el que el alelo metK
mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucion aminoacidica en MetK que
comprende una sustitucion de valina a acido glutdmico en la posicion aminoacidica 185. En otros modos de
realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un alelo metK mutante, en el
gue el alelo metK mutante comprende una secuencia de &acido nucleico que comprende una delecion de la base
citosina en la posicion de residuo de acido nucleico 1132 en el alelo metK. En algunos modos de realizacion, la
célula huésped de microorganismo es una bacteria. En otros modos de realizacién, la célula huésped de
microorganismo es E. coli.

En algunos modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el
microorganismo comprende un alelo metK mutante, en el que el alelo metK mutante comprende una secuencia
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de &cido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos modos de
realizacion, la célula huésped de microorganismo es una bacteria. En otros modos de realizacion, la célula
huésped de microorganismo es E. coli.

La presente divulgacion también proporciona células huésped de microorganismos que comprenden diversas
combinaciones de alelos metA mutantes y alelos metK mutantes. En algunos modos de realizacién, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un alelo metA mutante y un alelo metKk mutante, en
el que el alelo metA mutante comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica una sustitucion
aminoacidica en MetA que comprende una sustitucion de tirosina a cisteina en la posicién aminoacidica 294, y
en el que el alelo metKk mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucion
aminoacidica en MetK que comprende una sustitucién de valina a acido glutamico en la posicién aminoacidica
185. En otros modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un
alelo metA mutante y un alelo metK mutante, en el que el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica una sustitucién aminoacidica en MetA que comprende una sustitucion de tirosina a cisteina
en la posicién aminoacidica 294, y en el que el alelo metK mutante comprende una delecién de la citosina de
acido nucleico en el residuo de acido nucleico 1132 del alelo metK. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y un
alelo metK mutante, en el que el alelo metA mutante comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO:24, y en el que el alelo metK mutante comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:27. En otros
modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el microorganismo
comprende un alelo metA mutante y un alelo metK mutante, en el que el alelo metA mutante comprende la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:24, y en el que el alelo metK mutante comprende la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:28. En algunos modos de realizacion, la célula huésped de microorganismo es una
bacteria. En otros modos de realizacion, la célula huésped de microorganismo es E. coli.

La presente divulgacion también proporciona moléculas de acido nucleico aisladas para su uso en los presentes
procedimientos. En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona moléculas de acido nucleico de metA
aisladas (es decir, moléculas de acido nucleico aisladas que codifican MetA). En algunos modos de realizacion,
la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico de metA aislada, en la que la molécula de
acido nucleico de metA comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucion aminoacidica
en MetA seleccionada del grupo que consiste en una sustitucion de arginina a cisteina en la posicion
aminoacidica 27, una sustitucién de glutamina a acido glutamico en la posiciéon aminoacidica 64, una sustitucion
de tirosina a cisteina en la posicion aminoacidica 294, una sustitucion de isoleucina a serina en la posicion
aminoacidica 296 y una sustitucion de prolina a leucina en la posicion aminoacidica 298. En otros modos de
realizacién, una molécula de acido nucleico de metA aislada proporcionada por la presente divulgacion
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. El uso de estas moléculas de acido nucleico de metA aisladas y
secuencias de las mismas para la produccion de microorganismos para su uso en prevenir o reducir la
incorporacion errénea de norleucina en proteinas o polipéptidos se proporciona especificamente en el presente
documento por la presente divulgacion.

La presente divulgacion también proporciona moléculas de acido nucleico de metK aisladas (es decir, moléculas
de &cido nucleico aisladas que codifican MetK). En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion
proporciona una molécula de acido nucleico de metK, en la que la molécula de &cido nucleico de metK
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una sustitucién aminoacidica en MetK que comprende
una sustitucion de valina a &acido glutdmico en la posicién aminoacidica 185. En otros modos de realizacion, la
presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico de metK, en la que la molécula de &cido
nucleico de metK comprende una delecion de la citosina de acido nucleico en el residuo de acido nucleico 1132
del alelo metK. En otros modos de realizacién, una molécula de acido nucleico de metK proporcionada por la
presente divulgacion comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO:27 y SEQ ID NO:28. El uso de estas moléculas de &cido nucleico de metK aisladas y secuencias de las
mismas para la produccion de microorganismos para su uso en prevenir o reducir la incorporacion erronea de
norleucina en proteinas o polipéptidos se proporciona especificamente en el presente documento por la presente
divulgacion.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un
alelo metA mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que codifica un
anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo anti-VEGF. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un alelo metA
mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un &cido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46 y un &cido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47.
En algunos modos de realizacion, el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46
es la secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO:33. En algunos modos de realizacion, la secuencia de acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:47 es la secuencia de &cido nucleico de SEQ
ID NO:34. En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que
comprende un acido nucleico que comprende un alelo metA mutante, en el que el microorganismo comprende
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ademas un &cido nucleico que tiene la secuencia de acido nucleico correspondiente a SEQ ID NO:33 y un acido
nucleico que tiene la secuencia de acido nucleico correspondiente a SEQ ID NO:34. En algunos modos de
realizacion, el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En algunos aspectos, el
microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un
alelo metKk mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que codifica un
anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo anti-VEGF. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un alelo metK
mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:46 y un &cido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47.
En algunos modos de realizacion, el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46
es la secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO:33. En algunos modos de realizacion, la secuencia de acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 es la secuencia de acido nucleico de SEQ
ID NO:34. En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que
comprende un acido nucleico que comprende un alelo metk mutante, en el que el microorganismo comprende
ademas un &cido nucleico que tiene la secuencia de acido nucleico correspondiente a SEQ ID NO:33 y un &cido
nucleico que tiene la secuencia de acido nucleico correspondiente a SEQ ID NO:34. En algunos modos de
realizacion, el alelo metKk mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos aspectos, el microorganismo es una bacteria, por
ejemplo, E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un
alelo metA mutante y un alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico
que codifica un anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo anti-VEGF. En algunos modos de
realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que
comprende un alelo metA mutante y un alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un
acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46 y un acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47. En algunos modos de realizacion, el acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:46 es la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:33. En algunos
modos de realizacion, la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:47 es la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:34. En algunos modos de realizacién, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un alelo metA
mutante y un alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademds un &cido nucleico que tiene la
secuencia de acido nucleico correspondiente a SEQ ID NO:33 y un acido nucleico que tiene la secuencia de
acido nucleico correspondiente a SEQ ID NO:34. En algunos modos de realizacion, el alelo metA mutante
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26, y el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos aspectos, el
microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un
alelo metA mutante, en el que el microorganismo comprende ademdas un &cido nucleico que codifica un
anticuerpo anti-factor D o un fragmento de anticuerpo anti-factor D. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un alelo metA
mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:48 y un &cido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49.
En algunos modos de realizacion, el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En
algunos aspectos, el microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un
alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademdas un &cido nucleico que codifica un
anticuerpo anti-factor D o un fragmento de anticuerpo anti-factor D. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un alelo metK
mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un &cido nucleico que codifica la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:48 y un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49.
En algunos modos de realizacion, el alelo metK mutante comprende una secuencia de &cido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos aspectos, el
microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un
alelo metA mutante y un alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico
que codifica un anticuerpo anti-factor D o un fragmento de anticuerpo anti-factor D. En algunos modos de
realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que
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comprende un alelo metA mutante y un alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un
acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48 y un acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49. En algunos modos de realizacién, el alelo metA mutante
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26, y el alelo metk mutante comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos aspectos, el
microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un
alelo metA mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que codifica un
anticuerpo anti-MET o un fragmento de anticuerpo anti-MET. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un alelo metA
mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50, un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, y
un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52. En algunos modos de realizacion,
el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En algunos aspectos, el microorganismo es una
bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente divulgaciéon proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un
alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademdas un &cido nucleico que codifica un
anticuerpo anti-MET o un fragmento de anticuerpo anti-MET. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un alelo metkK
mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO:50, un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, y
un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:52. En algunos modos de realizacion,
el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos aspectos, el microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un &cido nucleico que comprende un
alelo metA mutante y un alelo metK mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico
gue codifica un anticuerpo anti-MET o un fragmento de anticuerpo anti-MET. En algunos modos de realizacion, la
presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un acido nucleico que comprende un alelo
metA mutante y un alelo metkK mutante, en el que el microorganismo comprende ademas un acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, un &cido nucleico que codifica el secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:51, y un &cido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52.
En algunos modos de realizacion, el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26, y el
alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos aspectos, el microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para producir una proteina o un polipéptido sin
incorporacion erronea de norleucina en una célula huésped bacteriana, en el que la proteina o el polipéptido no
tiene incorporacion errénea de norleucina, comprendiendo el procedimiento expresar en la célula huésped
bacteriana un acido nucleico que codifica la proteina o el polipéptido en condiciones de cultivo adecuadas para
permitir la expresion de la proteina o el polipéptido, en el que la célula huésped bacteriana comprende un alelo
metA mutante que comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:24.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo en una célula huésped bacteriana, en el que el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo no tiene
incorporacion errénea de norleucina, comprendiendo el procedimiento expresar en la célula huésped bacteriana
un acido nucleico que codifica el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo, en el que la célula huésped bacteriana
comprende un alelo metA mutante, un alelo metK mutante, o un alelo metA mutante y un alelo metK mutante,
produciendo de este modo un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo sin incorporacion errénea de norleucina.
En algunos aspectos, el procedimiento para producir un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo en una célula
huésped bacteriana sin incorporacion errénea de norleucina de acuerdo con la presente divulgacion comprende
expresar en la célula huésped bacteriana un acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena pesada de
anticuerpo y un acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena ligera de anticuerpo. En algunos aspectos,
el polipéptido de cadena pesada de anticuerpo es un polipéptido de cadena pesada de fragmento Fab de
anticuerpo, y el polipéptido de cadena ligera de anticuerpo es un polipéptido de cadena ligera de fragmento Fab
de anticuerpo. En algunos modos de realizacion, el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido
nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID
NO:26, y el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28.
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En algunos modos de realizacion, la presente divulgacién proporciona un procedimiento para producir un
anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo anti-VEGF en una célula huésped bacteriana, en el que el
anticuerpo anti-VEGF o el fragmento de anticuerpo anti-VEGF no tiene incorporacién errobnea de norleucina,
comprendiendo el procedimiento expresar en la célula huésped bacteriana un &cido nucleico que codifica el
anticuerpo anti-VEGF o el fragmento del anticuerpo anti-VEGF, en el que la célula huésped bacteriana
comprende un alelo metA mutante, un alelo metK mutante o un alelo metA mutante y un alelo metK mutante,
produciendo de este modo un anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo anti-VEGF sin incorporacion
erronea de norleucina. En algunos modos de realizacion, el procedimiento comprende expresar en la célula
huésped bacteriana un acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena pesada de anticuerpo anti-VEGF o
un polipéptido de cadena pesada de fragmento de anticuerpo anti-VEGF o fragmento del mismo y un acido
nucleico que codifica un polipéptido de cadena ligera de anticuerpo anti-VEGF o un polipéptido de cadena ligera
de fragmento de anticuerpo anti-VEGF o fragmento del mismo. En algunos aspectos, la cadena pesada de
anticuerpo anti-VEGF vy la cadena ligera de anticuerpo anti-VEGF son polipéptidos de anticuerpo anti-VEGF de
cadena pesada y cadena ligera de longitud completa. En otros aspectos, la cadena pesada de anticuerpo anti-
VEGF es un polipéptido de cadena pesada de fragmento Fab de anticuerpo, y la cadena ligera de anticuerpo
anti-VEGF es un polipéptido de cadena ligera de fragmento Fab de anticuerpo. En algunos modos de realizacion,
la cadena pesada de anticuerpo anti-VEGF comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 y la
cadena ligera de anticuerpo anti-VEGF comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46. En algunos
modos de realizacion, el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 es la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:34. En algunos modos de realizacidn, la secuencia de acido nucleico
gue codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46 es la secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO:33.
En algunos modos de realizacion, el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En
algunos modos de realizacion, el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28.

La divulgacion proporciona ademas un anticuerpo anti-VEGF o fragmento de anticuerpo anti-VEGF producido por
cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, en el que el anticuerpo anti-VEGF o
fragmento de anticuerpo anti-VEGF no tiene incorporacion errénea de norleucina.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir un
anticuerpo anti-factor D o un fragmento de anticuerpo anti-factor D en una célula huésped bacteriana, en el que
el anticuerpo anti-factor D o el fragmento de anticuerpo anti-factor D no tiene incorporacion erronea de
norleucina, comprendiendo el procedimiento expresar en la célula huésped bacteriana un &cido nucleico que
codifica el anticuerpo anti-factor D o el fragmento del anticuerpo anti-factor D, en el que la célula huésped
bacteriana comprende un alelo metA mutante, un alelo metK mutante o un alelo metA mutante y un alelo metK
mutante, produciendo de este modo un anticuerpo anti-factor D o un fragmento de anticuerpo anti-factor D sin
incorporacion erronea de norleucina. En algunos modos de realizacion, el procedimiento comprende expresar en
la célula huésped bacteriana un acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena pesada de anticuerpo anti-
factor D o un polipéptido de cadena pesada de fragmento de anticuerpo anti-factor D o fragmento del mismo y un
acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena ligera de anticuerpo anti-factor D o un polipéptido de
cadena ligera de fragmento de anticuerpo anti-factor D o fragmento del mismo. En algunos aspectos, la cadena
pesada de anticuerpo anti-factor D y la cadena ligera de anticuerpo anti-factor D son polipéptidos de anticuerpo
anti-factor D de cadena pesada y cadena ligera de longitud completa. En otros aspectos, la cadena pesada de
anticuerpo anti-factor D es un polipéptido de cadena pesada de fragmento Fab de anticuerpo, y la cadena ligera
de anticuerpo anti-factor D es un polipéptido de cadena ligera de fragmento Fab de anticuerpo. En algunos
modos de realizacién, la cadena pesada de anticuerpo anti-Factor D comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:49 y la cadena ligera de anticuerpo anti-Factor D comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:48. En algunos modos de realizacién, el alelo metA mutante comprende una secuencia de &cido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En
algunos modos de realizacion, el alelo metkK mutante comprende una secuencia de &cido nucleico seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28.

La divulgacion proporciona ademas un anticuerpo anti-factor D o fragmento de anticuerpo anti-factor D producido
por cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, en el que el anticuerpo anti-factor D o
fragmento de anticuerpo anti-factor D no tiene incorporacion errénea de norleucina.

En algunos modos de realizacién, la presente divulgacién proporciona un procedimiento para producir un
anticuerpo anti-MET o un fragmento de anticuerpo anti-MET en una célula huésped bacteriana, en el que el
anticuerpo anti-MET o el fragmento de anticuerpo anti-MET no tiene incorporaciéon erronea de norleucina,
comprendiendo el procedimiento expresar en la célula huésped bacteriana un &cido nucleico que codifica el
anticuerpo anti-MET o el fragmento del anticuerpo anti-MET, en el que la célula huésped bacteriana comprende
un alelo metA mutante, un alelo metK mutante o un alelo metA mutante y un alelo metK mutante, produciendo de
este modo un anticuerpo anti-MET o un fragmento de anticuerpo anti-MET sin incorporacion errénea de
norleucina. En algunos modos de realizacién, el procedimiento comprende expresar en la célula huésped
bacteriana un acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena pesada de anticuerpo anti-MET o un
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polipéptido de cadena pesada de fragmento de anticuerpo anti-MET o fragmento del mismo y un &cido nucleico
que codifica un polipéptido de cadena ligera de anticuerpo anti-MET o un polipéptido de cadena ligera de
fragmento de anticuerpo anti-MET o fragmento del mismo. En algunos aspectos, la cadena pesada de anticuerpo
anti-MET y la cadena ligera de anticuerpo anti-MET son polipéptidos de anticuerpo anti-MET de cadena pesada y
cadena ligera de longitud completa. En otros aspectos, la cadena pesada de anticuerpo anti-MET es un
polipéptido de cadena pesada de fragmento Fab de anticuerpo, y la cadena ligera de anticuerpo anti-MET es un
polipéptido de cadena ligera de fragmento Fab de anticuerpo. En algunos modos de realizacién, la cadena
pesada de anticuerpo anti-MET comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51, el fragmento de
cadena pesada de anticuerpo anti-MET comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52 y la cadena
ligera de anticuerpo anti-MET comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50. En algunos modos de
realizacion, el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En algunos modos de realizacion, el
alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:27 y SEQ ID NO:28.

La divulgacién proporciona ademas un anticuerpo anti-MET o fragmento de anticuerpo anti-MET producido por
cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, en el que el anticuerpo anti-MET o
fragmento de anticuerpo anti-MET no tiene incorporacién errébnea de norleucina.

En diversos aspectos, un microorganismo mutante que comprende una cualquiera 0 mas de las secuencias de
acido nucleico proporcionadas por la presente divulgacion es una bacteria; en otros aspectos, el microorganismo
es E. coli. La presente divulgacion proporciona especificamente el uso de un microorganismo mutante descrito
en el presente documento para la produccién de polipéptidos heterélogos (por ejemplo, recombinantes) y
proteinas heterélogas (por ejemplo, recombinantes), en el que la incorporacion errobnea de norleucina en los
polipéptidos heterdlogos y proteinas heter6logas se reduce, se reduce sustancialmente, se elimina
sustancialmente, o se previene.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la secuencia de acido nucleico de metA(R27C) correspondiente a SEQ ID NO:23.

La figura 2 muestra la secuencia de acido nucleico de metA(Y294C) correspondiente a SEQ ID NO:24.

La figura 3 muestra la secuencia de acido nucleico de metA(1296S/P298L) correspondiente a SEQ ID NO:25.
La figura 4 muestra la secuencia de acido nucleico de metA(Q64E) correspondiente a SEQ ID NO:26.

La figura 5 muestra la secuencia de acido nucleico de metK(V185E) correspondiente a SEQ ID NO:27.

La figura 6 muestra la secuencia de acido nucleico de metK(c1132del) correspondiente a SEQ ID NO:28.

Las figuras 7A y 7B muestran la secuencia de aminoéacidos y la secuencia de acido nucleico de MetA natural
correspondientes a SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:31, respectivamente.

Las figuras 8A y 8B muestran la secuencia de aminoacidos y la secuencia de acido nucleico de MetK natural
correspondientes a SEQ ID NO:30 y SEQ ID NO:32, respectivamente.

La figura 9 muestra la estructura de norleucina y analogos de norleucina. La norleucina es un analogo estructural
de metionina, donde el atomo de azufre (S) se reemplaza por un grupo metileno (es decir, ~CHy).

La figura 10 muestra un esquema de la via biosintética de norleucina en E. coli. Las flechas discontinuas indican
que estan implicadas multiples etapas. Se convierte el piruvato en a-cetocaproato por tres pasos a través del
procedimiento de alargamiento de la cadena de ceto-acido catalizado por enzimas codificadas por el operon de
leucina leuABCD. Se transamina el intermedio a-cetocaproato a norleucina por las transaminasas IIVE o TyrB.

La figura 11 muestra la biosintesis y regulacion de metionina en E. coli. Las flechas discontinuas indican la
retroinhibicién y las flechas continuas indican la represion. La metionina y la S-adenosilmetionina (SAM) son
retroinhibidores de la enzima MetA. El represor MetJ y su correpresor SAM inhiben la transcripcién de enzimas
en el regulén de metionina.

Las figuras 12A, 12B y 12C exponen tendencias de crecimiento, como se mide por DOsso (figura 12A) y DOissg
(figura 12B) de 10 | de fermentaciones de E. coli. Se ejecuto la fermentacion del huésped de control (60E4) con
una alimentacion de metionina continua (m) o de agua continua (o) (figura 12A).

Se realizo la fermentacion del huésped 60E4 metA(Y294C) con alimentacion de agua continua (A) o sin
alimentacion (A) (figura 12A). La figura 12C muestra tendencias de crecimiento para el huésped de control 60E4
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sin alimentacién (cuadrados), para el huésped de control 60E4 con alimentacion de metionina (circulos) y
huésped 60E4 metA(Y294C) sin alimentacién (triangulos). Se realizaron fermentaciones usando todos los otros
mutantes con alimentacion de agua continua.

Las figuras 13A y 13B muestran niveles de metionina extracelular (figura 13A) e intracelular (figura 13B) para
fermentaciones del huésped de control (o) y células huésped de 60E4 metA(Y294C) (A) realizadas con
alimentacion de agua continua. Los niveles de fosfato en el medio extracelular también se muestran en gréaficos
de lineas discontinuas (figura 13A) y (figura 13B) para fermentaciones de células huésped de control (o) y células
huésped de 60A4 metA(Y294C) (A) realizadas con alimentacion de agua continua.

Las figuras 14A y 14B muestran niveles de metionina extracelular (figura 14A) e intracelular (figura 14B) para
cepas de células huésped mutantes de la presente divulgacion. Los niveles de metionina extracelular e
intracelular también se muestran para dos fermentaciones de células huésped de control realizadas con
metionina continua (m) o alimentacion de agua continua (o), respectivamente.

La figura 15 muestra los niveles de fosfato extracelular durante las fermentaciones.

Las figuras 16A y 16B muestran el valor final (figura 16A) y el valor de evolucion temporal (figura 16B) de
fermentaciones de células huésped de E. coli. Se realizé la fermentacion de células huésped de control (60E4)
se realizd con alimentacion de metionina continua (m) o de agua continua (o). Se realizé la fermentacion de
células huésped de 60E4 metA (Y294C) con una alimentacion de agua continua (A) o sin alimentacién (A). Se
realizaron fermentaciones usando las otras células huésped mutantes con alimentacion de agua continua.

Las figuras 17A y 17B exponen los resultados de inmunoelectrotransferencias realizadas en muestras de caldo
celular completo obtenidas durante las fermentaciones de células huésped de 60E4 (célula huésped de control) y
de células huésped de 60A4 metA (Y294C), respectivamente.

Las figuras 18A y 18B muestran las secuencias de acido nucleico de una cadena ligera y cadena pesada de
fragmento Fab de anticuerpo anti-factor de crecimiento endotelial vascular (anti-VEGF) correspondientes a SEQ
ID NO:33 y SEQ ID NO:34, respectivamente.

Las figuras 19A y 19B exponen tendencias de crecimiento de 10 | de fermentaciones de E. coli, como se mide
por DOssp. Se ejecutaron los procedimientos de fermentacion de huéspedes de control (66F8 o 64B4) AF2 o0 AF3,
respectivamente, sin alimentacion (cuadrados) o con metionina continua (circulos). Se realizaron las
fermentaciones de los huéspedes 66F8 metA(Y294C) y 64B4 metA(Y294C) sin alimentacion (triangulos).

Las figuras 20A, 20B y 20C exponen los rendimientos de productos de proteinas recombinantes usando las
cepas de huésped 60E4 (huésped de control) y 60E4 metA(Y294C), 66F8 (huésped de control) y 66F8
metA(Y294C) y 64B4 (huésped de control) y 64B4 metA(Y294C), respectivamente.

Las figuras 21A y 21B muestran las secuencias de aminoacidos de una cadena ligera y cadena pesada de
fragmento Fab de anticuerpo anti-factor de crecimiento endotelial vascular (anti-VEGF) correspondientes a SEQ
ID NO:46 y SEQ ID NO:47, respectivamente.

Las figuras 22A y 22B muestran las secuencias de aminoacidos de una cadena ligera y cadena pesada de
fragmento Fab de anticuerpo anti-factor D correspondientes a SEQ ID NO:48 y SEQ ID NO:49, respectivamente.

Las figuras 23A, 23B y 23C muestran las secuencias de aminoacidos de una cadena ligera (SEQ ID NO:50),
cadena pesada (SEQ ID NO:51) y fragmento de cadena pesada (SEQ ID NO:52) de anticuerpo anti-MET.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente divulgacion proporciona, entre otros, procedimientos y composiciones para prevenir la incorporacion
errébnea de norleucina en proteinas y polipéptidos, en particular durante la produccion de proteinas
recombinantes en microorganismos. La presente divulgacién también proporciona células huésped de
microorganismos y moléculas de acido nucleico para su uso en los procedimientos de la divulgacion.

Procedimientos generales

La préactica de la presente invencion empleard, a menos que se indique de otro modo, técnicas convencionales
de biologia celular, cultivo celular, biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia,
bioquimica e inmunologia, que son conocidas y estan disponibles para un experto en la técnica. Dichas técnicas
se describen en la literatura, tales como, Molecular Cloning: A laboratory Manual, tercera edicion (Sambrook et
al., 2001) Cold Spring Harbor Press; Oligonucleotide Synthesis (P. Herdewijn, ed., 2004); Animal Cell Culture
(R.I. Freshney, ed., 1987); Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Current Protocols in Molecular
Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction (Mullis et al., eds., 1994);
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Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds., 1991); y Short Protocols in Molecular Biology (Wiley
and Sons, 1999). La expresion de fragmentos de anticuerpo y polipéptidos en bacterias se describe, por ejemplo,
en las patentes de EE. UU. n.°5.648.237, 5.789.199 y 5.840.523. (Véase también Charlton, Methods in Molecular
Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, que describe la expresion de
fragmentos de anticuerpo en E. coli).

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece la
invencion.

Definiciones

Los términos "proteina heter6loga" o "polipéptido heterdlogo” se refieren a una proteina o un polipéptido no
sintetizado o producido naturalmente por una célula u organismo (por ejemplo, un microorganismo) de interés.
Por ejemplo, una célula de E. coli puede producir una proteina humana o un polipéptido humano, y una proteina
humana o un polipéptido humano asi producido es una proteina heteréloga o un polipéptido heterélogo. De
particular interés en el contexto de la presente invencion son las proteinas heterélogas o polipéptidos heterélogos
que comprenden metionina. Una proteina heter6loga o un polipéptido heter6logo como se usa en el presente
documento también se refiere a una proteina recombinante o un polipéptido recombinante.

El término "incorporacién errénea de norleucina” se refiere a la incorporacion de un residuo de norleucina en una
proteina o polipéptido para el que un residuo de metionina se codifica por el &cido nucleico correspondiente que
codifica la proteina o polipéptido.

Los términos "alelo mutante" o "alelo mutado" se refieren a un alelo que tiene una secuencia de acido nucleico
que es diferente de o esta alterada de la secuencia de &cido nucleico del alelo natural (es decir, como se
encuentra naturalmente dentro de la célula o microorganismo de interés).

Los términos "microorganismo mutante” o "microorganismo mutado” se refieren a un microorganismo que
contiene uno 0 mas alelos mutantes o alelos mutados.

La expresion "sustancialmente reducida” o "sustancialmente diferente”, como se usa en el presente documento,
se refiere a un grado suficientemente alto de diferencia entre dos valores numéricos (en general, uno asociado
con una molécula y el otro asociado con una molécula de referencia/comparadora) de modo que un experto en la
técnica consideraria que la diferencia entre los dos valores tiene significacion estadistica dentro del contexto de
la caracteristica biolégica medida por dichos valores (por ejemplo, contenido en norleucina en una proteina o
polipéptido).

Un &cido nucleico “aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha separado de un componente
de su entorno natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que
contienen habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la molécula de acido nucleico esta presente de
forma extracromosOmica o en una localizacién cromosémica que es diferente de su localizacién cromosémica
natural.

"Molécula de acido nucleico metA aislada" o "molécula de &cido nucleico metK aislada" se refiere a una o0 mas
moléculas de acido nucleico que codifican MetA o MetK, respectivamente, incluyendo dicha(s) molécula(s) de
acido nucleico en un Unico vector o vectores separados, y dicha(s) molécula(s) de acido nucleico presente(s) en
una o mas localizaciones en una célula huésped. "Molécula de acido nucleico de metA aislada" o molécula de
acido nucleico de metK aislada" también se refiere a un alelo metA mutante o un alelo metK mutante.

La expresion "proteina o polipéptido sin incorporacion errénea de norleucina" se refiere a una proteina o
polipéptido que no contiene niveles detectables de residuos de norleucina.

Como se usa en el presente documento, la forma singular de "un”, "
a menos que se indique de otro modo.

una"y "el/la" incluye las referencias de plural

La referencia a "aproximadamente" un valor o pardmetro en el presente documento se refiere al intervalo de error
habitual para el valor respectivo facilmente conocido por el experto en este campo técnico. La referencia a
"aproximadamente" un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) aspectos que se refieren
a ese valor o parametro, per se. Por ejemplo, la descripcion que hace referencia a "aproximadamente X" incluye
la descripcion de "X".

Procedimientos para prevenir o reducir la incorporacién errénea de norleucina
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La presente divulgacion se refiere, en parte, a procedimientos y composiciones Utiles para prevenir o reducir la
incorporacion errénea de norleucina en proteinas y polipéptidos, en particular durante la produccion de proteinas
recombinantes en microorganismos.

La incorporacion errénea de residuos de norleucina en lugar de residuos de metionina durante la produccién de
proteinas recombinantes en E. coli se ha descrito anteriormente. Un enfoque usado actualmente para prevenir o
reducir la incorporacion errénea de norleucina es por la alimentacion continua o en bolo de metionina al medio de
cultivo durante el proceso de fermentacion. Aunque esta estrategia es eficaz para reducir la incorporacion
errénea de norleucina, se asocian varias desventajas operativas con la alimentacién o adicién continua o en bolo
de metionina durante el proceso de fermentacién. Por ejemplo, la alimentaciéon continua o en bolo al cultivo
incrementa la complejidad operativa y el coste global del proceso de fermentacion. Ademas, la alimentacion de
metionina da lugar a una dilucién indeseable del medio de fermentacion dando como resultado densidades
celulares menores y posiblemente rendimientos de producto menores.

Para superar estas desventajas, los autores de la presente invenciéon han proporcionado una alternativa a la
alimentacion de metionina continua o en bolo para prevenir o reducir la incorporacion errénea de norleucina en la
produccién de proteinas o polipéptidos heterélogos. En particular, la presente divulgacion proporciona células
huésped de microorganismo (por ejemplo, E. coli) disefiadas para producir metionina en un grado o extensién
suficiente para prevenir o reducir la incorporacion errénea de norleucina durante la produccion de proteinas
recombinantes, incluyendo la produccién de proteinas recombinantes realizada a densidades de células huésped
altas.

Previamente se informé de mutantes de células huésped de E. coli ttiles para la producciéon de metionina a gran
escala. (Véase, por ejemplo, Chattopadhyay et al., (1991) J Gen Microbiol 137:685-691; Nakamori et al., (1999)
Appl Microbiol Biotechnol 52:179-185; Usuda y Kurahashi (2005) Appl Environ Microbiol 71:3228-3234;
publicacién de solicitud de patente internacional n.° WO2005/111202 2005; y publicacién de solicitud de patente
de Estados Unidos n.° US2009/0298135). Muchas de estas cepas de E. coli mutantes contenian mutaciones en
tres genes asociados con la regulacion de la biosintesis de metionina: metJ, metA y metK.

La regulacion transcripcional de la biosintesis de metionina en E. coli implica la enzima MetJ (producto génico
metJ). MetJ es un represor transcripcional que, cuando se une a su correpresor S-adenosilmetionina (SAM),
reprime la transcripcion de genes en el regulén de metionina, regulando asi los niveles de metionina en la célula.
(Véase, por ejemplo, Marines (2006) et al., Biochem J 396:227-234). Como se informa previamente, la
mutagénesis quimica de E. coli seguida de la seleccion del crecimiento en etionina (un analogo de metionina
téxico) dio lugar al aislamiento de una mutacion de serina a asparagina en la posicién aminoacidica 54 (S54N) en
MetJ, lo que dio como resultado la desrepresion de enzimas biosintéticas de metionina y el incremento en la
produccién de metionina. (Véase Nakamori et al., (1999) Appl Microbiol Biotechnol 52:179-185). Una inactivacion
completa del gen metJ también dio como resultado la desrepresién de las enzimas implicadas en la via
biosintética de metionina y la sobreproduccion de metionina. (Véase Usuda y Kurahashi (2005) Appl Environ
Microbiol 71:3228-3234).

La biosintesis de metionina en E. coli también se regula por la retroinhibicién (por metionina y SAM) de la
homoserina succiniltransferasa (producto génico metA), la enzima implicada en la primera etapa de la biosintesis
de metionina. (Véase, por ejemplo, Born y Blanchard (1999) Biochemistry 38:14416-14423). Se aislaron
previamente mutantes de MetA (producto génico metA) resistentes a la autorregulacion en E. coli que dan lugar a
la desregulacion de la biosintesis de metionina seleccionando el crecimiento en el analogo de metionina téxico a-
metilmetionina. (Véase Usuda y Kurahashi (2005) Appl Environ Microbiol 71:3228-3234; y publicacion de solicitud
de patente internacional n.° W0O2005/111202).

El gen metK codifica la enzima S-adenosilmetionina sintasa, que convierte metionina en S-adenosilmetionina.
(Véase Markham et al., (1980) J Biol Chem 255:9082-9092). Se aislaron previamente mutantes de MetK con
pérdida de funcién parcial que da como resultado niveles bajos de SAM y por tanto desrepresion de las enzimas
biosintéticas de metionina (SAM es un correpresor para MetJ) seleccionando el crecimiento en los analogos de
metionina toxicos, norleucina y etionina. (Véase Chattopadhyay et al., (1991) Gen Microbiol 137:685-691; Usuda
y Kurahashi (2005) Appl Environ Microbiol 71:3228-3234; y publicacion de solicitud de patente internacional n.°
W02005/111202).

En la presente divulgacion, se mutaron residuos de acido nucleico especificos en el gen metA natural, dando
como resultado las siguientes sustituciones aminoacidicas en MetA (véase la figura 7A y SEQ ID NO:29 para la
secuencia de aminoacidos de MetA natural): sustitucién de arginina a cisteina en la posicion aminoacidica 27
(R27C); sustitucion de glutamina a acido glutamico en la posicion aminoacidica 64 (Q64E); sustitucion de tirosina
a cisteina en la posicion aminoacidica 294 (Y294C); sustitucion de isoleucina a serina en la posicion
aminoacidica 296 (1296S); y sustitucion de prolina a leucina en la posicion aminoacidica 298 (P298L). Las células
huésped de E. coli que comprenden una o mas de estas sustituciones aminoacidicas de MetA produjeron
metionina en un grado o extensidn suficiente para dar como resultado la prevencién de la incorporacién erronea
de norleucina en proteinas heterélogas expresadas.
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En algunos modos de realizacion, la presente divulgacién proporciona diversos alelos metA mutantes que
codifican las sustituciones aminoacidicas en MetA de R27C, Q64E, Y294C, 1296S y P298L (en comparacion con
la secuencia de aminoacidos de MetA natural; figura 7 y SEQ ID NO:29). Dichos alelos metA mutantes dieron
como resultado una enzima MetA resistente a la autorregulacion. Los alelos metA mutantes se introdujeron en
células huésped de E. coli (60E4) usando un procedimiento de intercambio alélico (véase Materiales y
procedimientos a continuaciéon) para obtener la cepa de célula huésped de E. coli mutante 66H6 (60E4
metA(R27C)), 66H8 (60E4 metA(Y294C)), 67B8 (60E4 metA(Q64E)) y 67B9 (60E4 metA(1296S P298L)). Las
células huésped de E. coli mutantes resultantes obtenidas se evaluaron para determinar la incorporacién errénea
de norleucina durante la produccién de proteinas recombinantes realizada sin una alimentacién continua de
metionina. (Véase el ejemplo 4 a continuacion).

Todas las referencias a las posiciones aminoacidicas en MetA se hacen en base a la homoserina
succiniltransferasa codificada por el gen metA de E. coli mostradas en las figuras 7A y 7B, correspondientes a
SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:31. Se hace referencia a las posiciones aminoacidicas contando el primer
aminoacido de metionina como la posicion aminoacidica nimero 1. Las posiciones relativas de regiones
correspondientes en las enzimas homoserina succiniltransferasas de otros organismos se pueden identificar por
un experto en la técnica, por ejemplo, por simple alineacion de secuencias.

En la presente divulgacién, se muté un acido nucleico en el gen metK natural, dando como resultado la
sustitucion aminoacidica en MetK de valina a acido glutamico en la posicién aminoacidica 185 (V185E)). (Véanse
la figura 8A y SEQ ID NO:30 para secuencia de aminoacidos de MetK natural.) Adicionalmente, se elimin6é un
acido nucleico especifico en la posiciéon de base citosina 1132 en el gen metK (c1132del). Las células huésped
de E. coli que comprenden uno o mas de estos alelos metK mutantes produjeron metionina en un grado o
extension suficiente para dar como resultado la prevencién de la incorporacion errénea de norleucina en
proteinas heterélogas expresadas.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion también proporciona diversos alelos MetK mutantes
gue codifican la sustitucion aminoacidica V185E o una delecién de la base citosina en la posicién 1132 en el
alelo metK (c1132del). Dichos alelos metK mutantes dan como resultado enzimas MetK con pérdida de funcion
parcial. Se introdujeron alelos metK mutantes en diversas células huésped de E. coli (66H8; 60E4 metA(Y294C),
véase anteriormente) usando un procedimiento de intercambio alélico (véase Materiales y procedimientos a
continuacién) para obtener las cepas de células huésped de E. coli 67C2 (66H8 metK(V185E)) y 67C3 (66H8
metK(c1132del)), respectivamente. Las células huésped de E. coli mutantes resultantes obtenidas se evaluaron
para determinar la incorporacién erronea de norleucina durante la produccidon de proteinas recombinantes
realizada sin una alimentacion continua de metionina. (Véase el ejemplo 4 a continuacion).

Todas las referencias a las posiciones aminoacidicas en MetK se hacen en base a la S-adenosilmetionina
sintasa codificada por el gen metK de E. coli mostrado en las figuras 8A y 8B, correspondiente a SEQ ID NO:30 y
SEQ ID NO:32. Se hace referencia a las posiciones aminoacidicas contando el primer aminoacido de metionina
como la posicién aminoacidica nimero 1. Las posiciones relativas de regiones correspondientes en las enzimas
S-adenosilmetionina sintasas de otros organismos se pueden identificar por un experto en la técnica, por
ejemplo, por simple alineacion de secuencias.

Moléculas de &cido nucleico para metA y metK

A modo de ejemplo, la presente divulgacién us6 moléculas de &cido nucleico aisladas que comprenden
secuencias de acido nucleico de metA y metK que difieren de las secuencias de acido nucleico de metA y metK
naturales. Las secuencias de &cido nucleico de metA y metK proporcionadas por la presente divulgacion
codifican diversas sustituciones aminoacidicas a las codificadas por metA natural (arginina en la posicion
aminoacidica 27 reemplazada por cisteina (R27C); glutamina en la posicién aminoacidica 64 reemplazada por
acido glutdmico (Q64E); tirosina en la posicion aminoacidica 294 reemplazada por cisteina (Y294C); isoleucina
en la posicion aminoacidica 296 reemplazada por serina (1296S); prolina en la posicion aminoacidica 298
reemplazada por leucina (P298L); e isoleucina en la posicién aminoacidica 296 reemplazada por serina (1296S) y
prolina en la posicién aminoacidica 298 reemplazada por leucina (P298L)); y a las codificadas por metK natural
(valina en la posicidbn aminoacidica 185 reemplazada por acido glutdmico (V185E) y secuencias de acido
nucleico que comprenden una delecion de la base citosina en la posicién 1132 (cdel1132del)). El uso de
cualquier secuencia de acido nucleico que codifica un alelo metA o un alelo metK que da como resultado estas
sustituciones aminoacidicas se contempla especificamente en el presente documento para su uso en los
procedimientos de la presente divulgacion.

La presente divulgacion también proporciona moléculas de acido nucleico de metA aisladas que codifican
diversas enzimas MetA alteradas (es decir, que codifican diversas enzimas homoserina succiniltransferasas
mutantes). En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico
aislada, en la que la molécula de &cido nucleico comprende una secuencia de &cido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26.
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La presente divulgacidon también proporciona moléculas de acido nucleico de metK aisladas que codifican
diversas enzimas MetK alteradas (es decir, que codifican diversas enzimas S-adenosilmetionina mutantes). En
algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico aislada, en la
gue la molécula de &cido nucleico comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28.

La presente divulgacion también proporciona, a modo de ejemplo, diversas combinaciones de alelos metA
mutantes y moléculas de &acido nucleico aisladas correspondientes que comprenden secuencias de acido
nucleico que codifican las siguientes sustituciones aminoacidicas en MetA: arginina en la posiciéon aminoacidica
27 sustituida con cisteina (R27C); glutamina en la posicion aminoacidica 64 sustituida con acido glutamico
(Q64E); tirosina en la posicion aminoacidica 294 sustituida con cisteina (Y294C); isoleucina en la posicion
aminoacidica 296 sustituida con serina (I1296S); prolina en la posicion aminoacidica 298 reemplazada por leucina
(P298L); e isoleucina en la posicion aminoacidica 296 sustituida con serina (1296S) y prolina en la posicion
aminoacidica 298 sustituida con leucina (P298L). En algunos aspectos, los alelos metA mutantes proporcionados
por la presente divulgacion dan como resultado enzimas MetA resistentes a la autorregulacién (es decir,
insensibles a la autorregulacion). Las posiciones aminoacidicas se refieren a la secuencia de aminoacidos de
MetA natural como se muestra en la figura 7A'y SEQ ID NO:29.

También se proporciona por la presente divulgacién, a modo de ejemplo, diversas combinaciones de alelos metK
mutantes y moléculas de &cido nucleico aisladas correspondientes que comprenden la secuencia de &cido
nucleico que codifica la siguiente sustitucion aminoacidica en MetK: valina en la posicién aminoacidica 185
sustituida con acido glutamico (V185E). La presente divulgacién también proporciona secuencias de acido
nucleico que comprenden una delecién de la base citosina en la posicién 1132 (c1132del) del alelo metK. En
algunos aspectos, los alelos metK mutantes proporcionados por la presente divulgacion dan como resultado
enzimas MetK con pérdida de funcién parcial. Las posiciones aminoacidicas se refieren a las secuencias de
aminoacidos de MetK natural, como se muestra en la figura 8A y SEQ ID NO:30.

Microorganismos para su uso en los presentes procedimientos

Como se describe en el presente documento y a modo de ejemplo, se genomanipularon células huésped de E.
coli para que las bacterias produjeran metionina en un grado o extension suficiente para la prevencién o
reduccion de la incorporacién erronea de norleucina durante la produccién de proteinas recombinantes,
incluyendo la producciéon de proteinas recombinantes realizada a densidades de células huésped altas. En
consecuencia, en algunos modos de realizacion proporcionados en el presente documento, la presente
divulgacion proporciona cepas de microorganismos mutantes (es decir, células huésped de microorganismos
mutantes) que producen metionina en un grado o extensién suficiente para reducir o prevenir la incorporacién
errénea de norleucina en proteinas o polipéptidos (por ejemplo, en un grado o extensién suficiente para reducir o
prevenir la incorporacion errénea de norleucina en proteinas recombinantes o polipéptidos recombinantes, o en
un grado o extensién suficiente para reducir o prevenir la incorporacién errénea de norleucina en proteinas
heterdlogas o polipéptidos heterdlogos).

Las células huésped de E. coli de partida adecuadas para su uso en los procedimientos proporcionados en el
presente documento incluyen, por ejemplo, (pero no se limitan a) E. coli W3110, E. coli 294, E. coli X1776, etc.
Estos ejemplos de células huésped de E. coli son ilustrativos en lugar de limitantes. La cepa de E. coli W3110 es
una cepa huésped comin para fermentaciones de productos de ADN recombinante. También se pueden emplear
células huésped de E. coli mutantes de cualquiera de las cepas de células huésped de E. coli mencionadas
anteriormente como células huésped de partida que a continuacién se modifican ademas para contener los
alelos metA y/o metK mutados descritos en el presente documento.

La presente divulgacién muestra que el uso de células huésped de E. coli que comprenden diversos alelos
mutantes y combinaciones de alelos mutantes para metA y metK en la produccion de proteinas recombinantes
fue eficaz para prevenir la incorporacion errénea de norleucina en proteinas recombinantes expresadas. (Véase
el ejemplo 4 a continuacion).

La presente divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el microorganismo produce metionina en un
grado o extension suficiente para prevenir o reducir la incorporacion erronea de norleucina en proteinas o
polipéptidos. En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el
microorganismo es un microorganismo con homoserina succiniltransferasa insensible a la autorregulacién. En
algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un alelo
metA mutante. En otros modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que
comprende un alelo metA mutante, en el que el alelo metA mutante codifica una sustitucion aminoacidica R27C
en MetA, una sustitucion aminoacidica Q64E en MetA, una sustitucién aminoacidica Y294C en MetA, una
sustitucion aminoacidica 1296S en MetA o una sustitucion aminoacidica P298L en MetA. En algunos modos de
realizacion, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que comprende un alelo metA mutante que
codifica mas de una sustitucién aminoacidica descrita anteriormente, incluyendo, por ejemplo, un alelo metA
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mutante que codifica una sustitucién aminoacidica 1296S y una sustituciébn aminoacidica P298L en MetA. En
diversos aspectos, el microorganismo que comprende una cualquiera 0 mas de las secuencias de acido nucleico
proporcionadas por la presente divulgacion es una bacteria; en otros aspectos, el microorganismo es E. coli. La
presente divulgacion proporciona especificamente el uso de microorganismos descritos en el presente
documento para la produccion de polipéptidos heterélogos (por ejemplo, recombinantes) y proteinas heter6logas
(por ejemplo, recombinantes), en el que la incorporacion errénea de norleucina en los polipéptidos heterélogos y
proteinas heterélogas se reduce o se previene.

Como se describe anteriormente, la presente divulgacion proporciona microorganismos que comprenden uno o
mas alelos metA mutantes. En algunos modos de realizacion, los alelos metA mutantes codifican una sustitucion
aminoacidica R27C en MetA, codifican una sustitucion aminoacidica Q64E en MetA, codifican una sustitucion
aminoacidica Y294C en MetA, o codifican una sustitucion aminoacidica 1296S y una sustitucién aminoacidica
P298L en MetA, se codifican por una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:23 (R27C), SEQ
ID NO:26 (Q64E), SEQ ID NO:24 (Y294C) o SEQ ID NO:25 (1296S y P298L), respectivamente. En otros modos
de realizacion, los microorganismos proporcionados por la presente divulgacién comprenden alelos metA
mutantes codificados por una secuencia de &cido nucleico que comprende SEQ ID NO:23 (R27C), SEQ ID
NO:26 (Q64E), SEQ ID NO:24 (Y294C) o SEQ ID NO:25 (1296S y P298L). En diversos aspectos, un
microorganismo que comprende una cualquiera 0 mas de las secuencias de acido nucleico proporcionadas por la
presente divulgacién es una bacteria; en otros aspectos, el microorganismo es E. coli. La presente divulgacion
proporciona especificamente el uso de microorganismos descritos en el presente documento para la produccién
de polipéptidos heterélogos (por ejemplo, recombinantes) y proteinas heterdlogas (por ejemplo, recombinantes),
en el que la incorporaciéon errénea de norleucina en los polipéptidos heterélogos y proteinas heterélogas se
reduce o se previene.

Como se establece anteriormente, la presente divulgacion proporciona procedimientos para prevenir o reducir la
incorporacion de norleucina en proteinas y polipéptidos expresados por un microorganismo, en los que el
microorganismo es un microorganismo que produce metionina en un grado o extensién suficiente para prevenir o
reducir la incorporacién errénea de norleucina en proteinas o polipéptidos. En algunos aspectos, la presente
divulgacion proporciona un microorganismo, en el que el microorganismo es un microorganismo desreprimido
para la produccion de metionina. En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona un
microorganismo que comprende un alelo metK mutante. En otros modos de realizacion, la presente divulgacion
proporciona un microorganismo que comprende un alelo metK mutante, en el que el alelo metK mutante codifica
una sustitucion aminoacidica V185E en MetK. En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion
proporciona un microorganismo que comprende un alelo metK mutante, en el que el alelo metKk mutante
comprende una delecion de la citosina del &cido nucleico en el residuo de acido nucleico 1132 del alelo metK. En
diversos aspectos, un microorganismo que comprende una cualquiera o mas de las secuencias de &cido nucleico
proporcionadas por la presente divulgacion es una bacteria; en otros aspectos, el microorganismo es E. coli. La
presente divulgacion proporciona especificamente el uso de los microorganismos descritos en el presente
documento para la produccién de polipéptidos heterélogos (por ejemplo, recombinantes) y proteinas heterélogas
(por ejemplo, recombinantes), en el que la incorporacion errénea de norleucina en los polipéptidos heterélogos y
proteinas heterdlogas se reduce o se previene.

Como se describe anteriormente, la presente divulgacion proporciona microorganismos que comprenden uno o
mas alelos metK mutantes. En algunos modos de realizacion, los alelos metK mutantes que codifican una
sustitucion aminoacidica V185E en MetK o que comprenden una delecion de la citosina del acido nucleico en el
residuo aminoacidico 1132 del alelo metK, se codifican por una secuencia de acido nucleico que comprende
SEQ ID NO:27 (V185E) o una secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:28 (c1132del),
respectivamente. En otros modos de realizacion, los microorganismos proporcionados por la presente
divulgacion comprenden alelos metK mutantes codificados por una secuencia de acido nucleico que comprende
SEQ ID NO:27 (V185E) o SEQ ID NO:28 (c1132del). En diversos aspectos, el microorganismo que comprende
una cualquiera o mas de las secuencias de acido nucleico proporcionadas por la presente divulgacién es una
bacteria; en otros aspectos, el microorganismo es E. coli. La presente divulgacion proporciona especificamente el
uso de cualquier microorganismo descrito en el presente documento para la produccion de polipéptidos
heter6logos (por ejemplo, recombinantes) y proteinas heterdlogas (por ejemplo, recombinantes), en el que la
incorporacion errénea de norleucina en los polipéptidos heterdlogos y proteinas heterélogas se reduce o se
previene.

El uso de cualquier secuencia de acido nucleico que codifica los alelos metA o metK que dan como resultado las
sustituciones aminoacidicas descritas en el presente documento se contempla especificamente en el presente
documento para su uso en los procedimientos de la presente divulgacion.

En otros modos de realizacion, la presente divulgaciéon proporciona un microorganismo que comprende un alelo
metA mutante y un alelo metK mutante. En algunos modos de realizacién, un microorganismo proporcionado por
la presente divulgacién es un microorganismo que comprende un alelo metA mutante y un alelo metkK mutante,
en el que el alelo metA mutante codifica una sustitucion aminoacidica Y294C en MetA y el alelo metK mutante
codifica una sustitucion aminoacidica V185E en MetK. En algunos modos de realizacién proporcionados por la
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presente divulgacion, el microorganismo es un microorganismo que comprende un alelo metA mutante y un alelo
metK mutante, en el que el alelo metA mutante codifica una sustitucion aminoacidica Y294C en MetA y el alelo
metK mutante comprende una delecion de la citosina del acido nucleico en el residuo aminoacidico 1132 del
alelo metK. En diversos aspectos, un microorganismo que comprende una cualquiera o mas de las secuencias
de acido nucleico proporcionadas por la presente divulgacion es una bacteria; en otros aspectos, el
microorganismo es E. coli. La presente divulgacion proporciona especificamente el uso de cualquier
microorganismo descrito en el presente documento para la produccion de polipéptidos heterélogos (por ejemplo,
recombinantes) y proteinas heterdlogas (por ejemplo, recombinantes), en el que la incorporacion errénea de
norleucina en los polipéptidos heterélogos y proteinas heterdlogas se reduce o se previene.

Produccién de cepas de microorganismos

La presente divulgacion proporciona procedimientos para producir un microorganismo (por ejemplo, células
huésped de E. coli), en el que el microorganismo produce metionina en un grado o extensién suficiente para
reducir o prevenir la incorporacion errénea de norleucina en polipéptidos y proteinas. A modo de ejemplo, se
generaron células huésped de E. coli que comprenden alelos metA mutantes y/o alelos metK mutantes usando
procedimientos de intercambio alélico conocidos en la técnica y como se describe previamente. (Véase Metcalf
et al.,, (1994) Gene 138:1-7; y Bass et al., (1996) J Bacteriol 178: 1154-61; véase la secciébn Materiales y
procedimientos de la presente memoria descriptiva). La presente divulgacion no se limita a los medios por los
que se producen células huésped de E. coli que comprenden alelos metA mutantes y alelos MetK mutantes.
Diversos procedimientos para introducir alelos mutantes o para producir de otro modo cepas de microorganismos
(por ejemplo, bacterias, E. coli) que comprenden alelos mutantes son bien conocidos por los expertos en la
materia.

Prevencién o reduccién de la incorporacion errénea de norleucina

Los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion se pueden aplicar a la produccion de proteinas o
polipéptidos heter6logos o recombinantes, y se pueden usar con la produccion de proteinas o polipéptidos tanto
a gran como a pequefia escala. Los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion son
particularmente Utiles para la fermentacién de microorganismos de alta densidad, tales como, por ejemplo,
células huésped de E. coli, para la produccion de proteinas y polipéptidos recombinantes. Los procedimientos y
composiciones proporcionados por la presente divulgacion son Utiles para la produccion recombinante de
proteinas y polipéptidos, en particular para la produccién recombinante de proteinas y polipéptidos en los que la
incorporacion errébnea de norleucina es indeseable, tal como, por ejemplo, en proteinas y polipéptidos
recombinantes para su uso en diversas aplicaciones de investigacion y terapéuticas.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgaciéon proporciona procedimientos para prevenir o reducir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo es un microorganismo con
homoserina succiniltransferasa resistente a la autorregulacion o insensible a la autorregulacién. En otros modos
de realizacién, la presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la incorporacion
errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o
polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo es un microorganismo desreprimido para la
produccién de metionina. En algunos modos de realizacion, el microorganismo con homoserina
succiniltransferasa resistente a la autorregulacion o insensible a la autorregulaciéon es un microorganismo que
comprende un alelo metA mutante. En algunos modos de realizacién, el microorganismo desreprimido para la
produccién de metionina es un microorganismo que comprende un alelo metK mutante. En otros modos de
realizacién, el microorganismo para su uso en prevenir o reducir la incorporacién erronea de norleucina
comprende un alelo metA mutante y un alelo metk mutante.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgaciéon proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante,
en los que el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:26. En otros modos de realizacion, la
presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la incorporacion errénea de norleucina
en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o polipéptido en un
microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante, en los que el alelo metA
mutante comprende un secuencia de acido nucleico que codifica MetA, en los que la secuencia de acido nucleico
codifica una sustitucion aminoacidica en MetA seleccionado del grupo que consiste en R27C, Q64E, Y294C,
1296S y P298L. En otros modos de realizacion, la secuencia de &acido nucleico codifica sustituciones
aminoacidicas en MetA que consisten en 1296S y P298L. Las posiciones aminoacidicas se refieren a la
secuencia de aminoacidos de MetA natural como se muestra en la figura 7A 'y SEQ ID NO:29.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
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proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metK mutante,
en los que el alelo metKk mutante comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:27 y SEQ ID NO:28. En algunos modos de realizacién, la presente divulgacion
proporciona procedimientos para reducir o prevenir la incorporacion errénea de norleucina en una proteina o
polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que
el microorganismo comprende un alelo metK mutante, en los que el alelo metK mutante comprende un secuencia
de acido nucleico que codifica MetK, en los que la secuencia de éacido nucleico codifica la sustitucion
aminoacidica V185E en MetK. En otros modos de realizacion, la secuencia de acido nucleico comprende una
delecion de la base citosina en la posicion de residuo de acido nucleico 1132 en el alelo metK. Las posiciones
aminoacidicas se refieren a la secuencia de aminoacidos de MetK natural, como se muestra en la figura 8A y
SEQ ID NO:30.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgaciéon proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y
un alelo metK mutante, y ademas en los que el alelo metA mutante comprende la secuencia de acido nucleico de
SEQ ID NO:24, y el alelo metK mutante comprende la secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO:27. En
algunos modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y
un alelo metK mutante, en los que el alelo metA mutante comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO:24, y el alelo metK mutante comprende la secuencia de &acido nucleico de SEQ ID NO:28.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacién proporciona procedimientos para reducir o prevenir la
incorporacion errénea de norleucina en una proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la
proteina o polipéptido en un microorganismo, en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y
un alelo metK, en los que el alelo metA mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la
sustitucion aminoacidica Y294C en MetA, y el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico
gue codifica la sustitucion aminoacidica V185E en MetK. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona procedimientos para reducir o prevenir la incorporaciéon errénea de norleucina en una
proteina o polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o polipéptido en un microorganismo,
en los que el microorganismo comprende un alelo metA mutante y un alelo metK, en los que el alelo metA
mutante comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la sustitucién aminoacidica Y294C en MetA, y
el alelo metK mutante comprende una secuencia de acido nucleico que comprende una delecién de la base
citosina en la posicién de residuo de &cido nucleico 1132 en el alelo metK. Las posiciones aminoacidicas se
refieren a la secuencia de aminoacidos de MetA natural como se muestra en la figura 7A y SEQ ID NO:29 y se
refieren a la secuencia de aminoacidos de MetK natural como se muestra en la figura 8A y SEQ ID NO:30.

En algunos aspectos de los procedimientos para reducir o prevenir la incorporacion errénea de norleucina en una
proteina o polipéptido por un microorganismo proporcionado en el presente documento, el microorganismo es
una bacteria, en particular una E. coli. En otros aspectos, la proteina o polipéptido es una proteina heteréloga o
un polipéptido heterélogo, o una proteina recombinante o un polipéptido recombinante. Por ejemplo, el
microorganismo puede comprender un &cido nucleico que codifica una proteina o polipéptido heterélogo al
microorganismo; por ejemplo, el microorganismo se transforma con un &cido nucleico que codifica una proteina o
polipéptido heterdlogo al microorganismo, que puede ser, por ejemplo, ADN (por ejemplo, ADNc o ADN
gendmico), como por el uso de un vector de expresion recombinante. En otros aspectos, el procedimiento
comprende ademas cultivar el microorganismo en condiciones adecuadas para la expresion de la proteina o
polipéptido. En algunos modos de realizacion, el microorganismo se cultiva en un medio de cultivo, en el que el
medio de cultivo contiene una concentracion baja de metionina. A continuacion la proteina o polipéptido se puede
recuperar, purificar, etc.; la recuperacion puede ser, por ejemplo, del periplasma o medio de cultivo del
microorganismo. En algunos aspectos, el cultivo tiene lugar en un fermentador, tal como, por ejemplo, cultivo en
condiciones de fermentacion de alta densidad celular.

Un acido nucleico heterélogo que codifica una proteina o polipéptido heterélogo se inserta adecuadamente en un
vector replicable para la expresién en el microorganismo bajo el control de un promotor adecuado. Estan
disponibles muchos vectores para este propdsito, y la seleccién del vector apropiado dependera, por ejemplo, del
tamafio del acido nucleico que se va a insertar en el vector o la célula huésped de microorganismo particular que
se va a transformar con el vector. Los vectores adecuados son bien conocidos para un experto en la técnica.

Los procedimientos y composiciones proporcionados por la presente divulgacion son particularmente Utiles para
la produccién de proteinas y polipéptidos recombinantes en los que la incorporacion erronea de norleucina es
indeseable, tal como, por ejemplo, en proteinas y polipéptidos recombinantes para su uso en diversas
aplicaciones terapéuticas, médicas, de investigacion y diagndsticas. Por ejemplo, los procedimientos vy
composiciones de la presente divulgacion son aplicables para la produccién recombinante de anticuerpos
terapéuticos, tales como, por ejemplo, anticuerpos policlonales y monoclonales para su uso médico y
farmacéutico. Los ejemplos de anticuerpos policlonales y monoclonales para su uso médico y farmacéutico
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incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos anti-VEGF, anticuerpos anti-factor D, anticuerpos anti-receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos (por ejemplo, anticuerpos anti-MET), etc.

Los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion también son Utiles para la produccién de
fragmentos de anticuerpos. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen pero no se limitan a Fv, Fab,
Fab’, Fab’-SH, F(ab’);; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenario (por ejemplo,
scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. La produccion de
anticuerpos recombinantes como se proporciona por los presentes procedimientos, composiciones y
microorganismos, se puede realizar por la expresion de un acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena
pesada de anticuerpo y la expresion de un acido nucleico que codifica un polipéptido de cadena ligera de
anticuerpo dentro de un microorganismo como se describe anteriormente (por ejemplo, célula huésped
bacteriana, E. coli). En algunos aspectos, la cadena pesada de anticuerpo y la cadena ligera de anticuerpo son
polipéptidos de anticuerpo de cadena pesada y cadena ligera de longitud completa. En otros aspectos, la cadena
pesada de anticuerpo es una cadena pesada de fragmento Fab de anticuerpo, y la cadena ligera de anticuerpo
es una cadena ligera de fragmento Fab de anticuerpo.

Los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion también son U(tiles para la produccion de
anticuerpos multiespecificos, por ejemplo, anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos multiespecificos son
anticuerpos que tienen especificidades de unién para al menos dos epitopos diferentes. Los anticuerpos
multiespecificos ejemplares se pueden unir a dos epitopos diferentes de la proteina, o se pueden unir a dos
epitopos diferentes de dos proteinas diferentes. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos
de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab’),). Las técnicas
para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, coexpresion recombinante de dos
pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (véase Milstein
y Cuello, Nature 305: 537 (1983); publicacion de solicitud internacional n.° WO 93/08829; Traunecker et al.,
EMBO J. 10: 3655 (1991)); y genomanipulaciéon "botén en ojal" (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.°
5.731.168).

Adicionalmente, los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion son Utiles para la produccion de
otras biomoléculas para aplicaciones terapéuticas y de investigacion, tales como, por ejemplo, hormona del
crecimiento humano (somatropina), insulina, etc.

EJEMPLOS

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones de la divulgacion. Se entiende que se pueden
practicar otros modos de realizacion diversos, dada la descripcidn general proporcionada anteriormente.

Materiales y procedimientos

Cepas bacterianas, plasmidos y condiciones de crecimiento

Las cepas bacterianas usadas en los ejemplos descritos en el presente documento son derivadas de la cepa
W3110 de E. coli. (Véase Bachmann (1972) Bacteriol Rev 36:525-557). Se mantuvo la seleccién de antibiéticos
para todos los marcadores en las siguientes concentraciones: carbenicilina (plasmido o cromosémico), 50 pg/ml;
kanamicina (cromosdmica), 30 ug/ml; tetraciclina (plasmido o cromosémico), 10 pg/ml.

Cepas y construccién de plasmidos

Los oligonucledtidos usados en la construccion de plasmidos y cepas bacterianas (es decir, E. coli) se enumeran
en la tabla 1 a continuacién. Se usaron técnicas estandar para la clonacion, analisis de ADN, amplificacién por
PCR, transformacién, eIectroFPoracic')n y transduccion P1. Se movieron alelos cromosémicos por transduccion P1.
Se derivo el alelo metJ::Kan™ de la cepa bacteriana JW3909-1, que se obtuvo de The Coli Genetic Stock Center
(CGSC, Universidad de Yale). Se confirmaron todos los reemplazos alélicos por andlisis de PCR.

Tabla 1
Denominacion de cebador | Secuencia (5'-3')
Sacl-metAflank-F CACACGAGCTCCTCATTTTGCTCATTAACGTTGG ~ |SEQIDNO: 1
Sall-metAflank-R CACACGTCGACGCGAATGGAAGCTG SEQ ID NO: 2
Sacl-metKflank-F CACACGAGCTCGTATGCAAAGCAGAGATGC SEQ ID NO: 3
Sall-metKflank-R CACACGTCGACCGTCATTGCCTTGTTTG SEQ ID NO: 4
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metAflankmid-F GTTCTGATCCTTAACCTGATGCCGAAGAAG SEQIDNO: 5

metAflankmid-R CCAGCGTTTGCGCATCATATTCGG SEQ ID NO: 6

metKflankmid-F GGCAAAACACCTTTTTACGTCCGAGTCC SEQ ID NO: 7

metKflankmid-R GAACTCACGTACCAGCAGGGTCAGTTG SEQ ID NO: 8

pS1080-P CCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGG SEQ ID NO: 9

pS1080-T AGTGAACGGCAGGTATATGTGATGG SEQ ID NO: 10
QC-metAR27C-F GTGATGACAACTTCTIGTGCGTCTGGTCAGG SEQ ID NO: 11
QC-metAR27C-R CCTGACCAGACGCACAAGAAGTTGTCATCAC SEQ ID NO: 12
QC-metAQ64E-F CAAACTCACCTTTGgAGGTCGATATTCAGC SEQ ID NO: 13
QC-metAQ64E-R GCTGAATATCGACCTcCAAAGGTGAGTTTG SEQ ID NO: 14
QC-metAY294C-F GCTCAACTATTACGTCTeCCAGATCACGCCATACG |SEQID NO: 15
QC-metAY294C-R CGTATGGCGTGATCTGGCAGACGTAATAGTTGAGC |SEQID NO: 16
QC-metAI296SP298L-F | CGTCTACCAGAgCACGCIATACGATCTACG SEQ ID NO: 17
QC-metAI296SP298L-R | CGTAGATCGTATaGCGTGcTCTGGTAGACG SEQ ID NO: 18
QC-metKV185E-F ATCGATGCTGICGaGCTTTCCACTCAG SEQ ID NO: 19
QC-metKV185E-R CTGAGTGGAAAGCICGACAGCATCGAT SEQ ID NO: 20
QC-metKc1132del-F GCGCAGCTGCTGGCGATGCTIGCCG SEQ ID NO: 21
QC-metKc1132del-R CGGCAGCATCGCCAGCAGCTGCGC SEQ ID NO: 22

2 Los residuos de acido nucleico subrayados introducen mutaciones aminoacidicas. Los residuos de acido
nucleico en mindsculas indican residuos diferentes de la secuencia de acido nucleico natural.

Se amplificé por PCR el gen metA a partir de la cepa bacteriana W3110 (Bachmann (1972) Bacteriol Rev 36:525-
557) usando los cebadores Sacl-metAflank-F y Sall-metAflank-R, digeridos con Sacl y Sall, y se uni6 en el
pladsmido digerido con Sacl y Sall pS1080 para obtener el plasmido pS1080-metAflank. Se construyeron los
plasmidos pS1080-metAflank(R27C), pS1080-metAflank(Q64E), pS1080-metAflank(Y294C) y pS1080-
metAflank(1296SP298L) mutagenizando el plasmido pS1080-metAflank usando un kit QuikChange (Stratagene) y
los siguientes conjuntos de cebadores: (QC-metAR27C-F;QC-metAR27C-R), (QC-metAQB4E-F;QC-metAQ64E-
R), (QC-metAY294C-F;QC-metAY294C-R) y (QC-metAl296SP298L-F;QC-metAl296SP298L-R),
respectivamente.

Se amplificé por PCR el gen metK a partir de la cepa bacteriana W3110 usando los cebadores Sacl-metKflank-F
y Sall-metKflank-R, se digirié6 con Sacl y Sall, y se uni6 en el plasmido digerido con Sacl y Sall pS1080 para
obtener el plasmido pS1080-metKflank. Se construyeron los plasmidos pS1080-metKflank(V185E) y pS1080-
metKflank(c1132del) mutagenizando el pladsmido pS1080-metKflank usando un kit QuikChange (Stratagene) y el
siguiente conjunto de cebadores: (QC-metKV185E-F;QC-metKV185E-R) y (QC-metKcl132del-F;QC-
metKc1132del-R), respectivamente.

Se llevd a cabo el intercambio alélico usando los procedimientos descritos previamente. (Véase Metcalf et al.,
(1994) Gene 138:1-7; y Bass et al., (1996) J Bacteriol 178: 1154-61).

Como se establece anteriormente, se realizé el intercambio alélico usando el protocolo descrito por Metcalf et al.
(supra) como se modifica por Bass et al. (supra). Se transfirieron los cointegrados en el fondo de célula huésped
60E4 o fondo de célula huésped 66H8. Después de la contraseleccion de sacarosa, se cribaron las colonias
resistentes a sacarosa para determinar la sensibilidad a carbenicilina por siembra en estrias de réplicas en
placas de agar LB y agar LB que contienen carbenicilina. Posteriormente se aislaron colonias sensibles a
carbenicilina y se confirmé el intercambio alélico por amplificacion por PCR de todo el marco de lectura de metA
0 metK seguido de secuenciacion de ADN. El vector plasmidico suicida pS1080 contiene el origen R6Ky
condicional y el marcador seleccionable de resistencia a carbenicilina, asi como un gen sacB
contraseleccionable, que confiere sensibilidad a la sacarosa.
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Las cepas bacterianas y los plasmidos usados en los experimentos descritos en el presente documento se
enumeran en la tabla 2 a continuacion.

Tabla 2
Cepa o plasmido Genotipo o descripcién Ref. o fuente
W3110 F~lambda’ IN(rmD-rmE)1 rph-1 'ngg?;?; i‘ée
JW3909-1 (AaraD-araB)567 Alzrt;zeztl\]778275(’ :;Lrgr?'{?ﬂ)sﬁ_ Rrgt1141 A(rhaD-rhaB)568, CGSC
60E4 W3110 AfhuA (AtonA) Aptr AompT AdegP AphoA ilvG+ Afuc Arha ﬁggg?;?;ge
66G6 60E4 AmetJ725::kan” Este estudio
66H6 60E4 metA(R27C) Este estudio
66H8 60E4 metA(Y294C) Este estudio
67B8 60E4 metA(1296SP298L) Este estudio
67B9 60E4 metA(Q64E) Este estudio
67C2 60E4 metA(Y294C) metK(V185E) Este estudio
67C3 60E4 metA(Y294C) metK(c1132del) Este estudio
66E8 W3110 AfhuA (AtonA) AphoA ilvG2096 (IIvG™; Val') AmanA Aprc Recogida_de
spr43H1 AdegP lacl* AompT AmenE laboratorio
67C5 66F8 metA(Y294C) Este estudio
64B4 W3110 AfhuA (AtonA) AphoA ilvG2096 (IlvG™; Val') AmanA Aprc Recogida‘de
spr43H1 AdegP lacl® AompT laboratorio
67C4 64B4 metA(Y294C) Este estudio
Vector suicida de intercambio alélico contraseleccionable, origen Recogida de
pS1080 R6Ky, SacB, Carb' laboratorio
pS1080-metA MetA en pS1080 Este estudio
pS1080-metK MetK en pS1080 Este estudio
pS1080-metA(R27C) MetA con mutacion R27C clonada en pS1080 Este estudio
pS1080-metA(Q64E) MetA con mutacion Q64E clonada en pS1080 Este estudio
pS1080-metA(Y294C) MetA con mutacion Y294C clonada en pS1080 Este estudio
metAFIgégggZQSL) MetA con mutaciones 1296S y P298L clonadas en pS1080 Este estudio
pS1080-metK(V185E) MetK con mutacion V185E clonada en pS1080 Este estudio
metﬁ?cllofsgdel) MetK con delecion de citosina en la posicion 1132 clonada en pS1080 Este estudio

Fermentacién

Se transformé la cepa huésped de E. coli 60E4 con un plasmido de expresién basado en pBR322 que contiene
acido polinucleico que codifica una cadena ligera y una cadena pesada de un fragmento de unién a antigeno
(Fab) de anticuerpo anti-VEGF (SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34, respectivamente). (Véase el anticuerpo anti-
VEGF Y0317 en la publicacién de solicitud internacional n.° W01998/45331; publicacién de solicitud
internacional n.° W0O2002/40697 (ejemplo 2, que describe la fermentacion del anticuerpo anti-VEGF Y0317); y
Chen et al., (1999) J Mol Biol 293:865-881, anticuerpo anti-VEGF Y0317).

Se transformd la cepa huésped de E. coli 66F8 con un plasmido de expresion que contiene acido polinucleico

que codifica una cadena ligera y una cadena pesada de un fragmento de unién a antigeno (Fab) de anticuerpo
anti-factor D, correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48 y SEQ ID NO:49,
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respectivamente. (Véase el anticuerpo anti-factor D nimero 238-1 en la publicacion de solicitud internacional n.°
W02009/134711 y el anticuerpo anti-factor D nimero 111 en la publicacién de solicitud internacional n.°
W0O2008/055206).

Se transformo la cepa huésped de E. coli 64B4 con un plasmido de expresion que contiene &cido polinucleico
que codifica una cadena ligera, una cadena pesada y un fragmento de cadena pesada de un anticuerpo anti-
MET correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 y SEQ ID NO:52,
respectivamente).

Se controlé la expresion de los polipéptidos del fragmento Fab de la cadena pesada y de la cadena ligera
recombinantes por el promotor phoA, produciéndose la induccion tras la disminucién del fosfato inorganico en el
medio. (Véase Laird et al., (2005) Protein Expr Purif 39:237-246). Se dirigieron los polipéptidos del fragmento Fab
de la cadena pesada y de la cadena ligera para la exportacion al periplasma de E. coli por una secuencia sefial
STII, donde se ensamblé el producto. Se llevaron a cabo fermentaciones de alta densidad celular en el volumen
de trabajo de 101 (WV) como se describe previamente. (Véase Simmons et al., (2002) J Immunol Methods
263:133-147). A una densidad celular de aproximadamente DOsso 200, se inicid una alimentacion continua de
metionina al 3 % o agua y se alimento durante el resto del proceso de fermentacion.

Se examinaron tres procesos de fermentacion diferentes usando la célula huésped 60E4 (proceso de
fermentacién AF1), célula huésped 66F8 (proceso de fermentacién AF2) y célula huésped 64B4 (proceso de
fermentacion AF3). (Véase el ejemplo 5y la tabla 4 a continuacion).

Purificacién

Después de que se completaran las fermentaciones, se enfrid el caldo celular completo a <15°C en el
fermentador y se proceso el caldo enfriado para la purificacion de proteinas. Se mezclé un volumen del caldo
enfriado se mezcl6é con 0,06 volumenes de MgSO, (concentracion final 60 mM) y se valoré a pH 3,8 con acido
citrico (1 M). A continuacion se rompieron células usando un microfluidizador a aproximadamente 82,7 MPa
(12.000 psi) (Microfluidics, Redwood Shores, CA) y se incubaron las células rotas a 35 °C durante 3 horas con
agitacion continua. Se diluyé el homogeneizado 3 veces con agua purificada fria y se centrifugé el
homogeneizado diluido a 6.000xg usando un rotor de angulo fijo a 4 °C durante 20 minutos. Se filtr6 el
sobrenadante usando filtros de 0,22 pmy se valor6 a pH 7,5 con base Tris 1,5 M.

Se purificé la proteina Fab recombinante usando cromatografia de afinidad de proteina G como sigue. Se
rellenaron columnas de cromatografia Poly-prep (Bio Rad) con resina Sepharose 4 Fast Flow con proteina G (GE
Healthcare) y se equilibraron con al menos 5 volimenes de columna de PBS, pH 7,2. Se carg6 el sobrenadante
filtrado en la columna de relleno de Proteina G, se lavé dos veces con PBS y se eluy6 con acido citrico 50 mM.
Se valord el grupo de proteinas Fab final hasta pH 7 con base Tris 1,5 M y se analizdé para determinar el
contenido de norleucina como se describe a continuacion. Esto corresponde a la purificacion del proceso de
fermentacion AF1.

Se usaron tres procesos de purificacién de productos de proteinas recombinantes diferentes, cada uno
especifico para el proceso de fermentacion AF1 (para la célula huésped 60E4), AF2 (para la célula huésped
66F8) 0 AF3 (para la célula huésped 64B4). (Véase el ejemplo 7 y la tabla 6 a continuacion).

Andlisis de aminoéacidos

Para determinar los niveles de metionina intracelular, se sedimentaron muestras de caldo celular completo que
contenian 87,6x10° células a 17.000xg durante 5 minutos a 4 °C, se lavaron una vez en PBS y a continuacion se
resuspendieron en tampén de extracciéon (Tris 10 mM, EDTA 5 mM, yodoacetamida (IAM) 5 mM, 0,2 mg/ml de
lisozima, pH 6,8). A continuacion se lisaron las células por dos ciclos de sonicacion y a continuacion se
centrifugaron durante 20 minutos a 13.500 rpm para retirar los residuos celulares. Se transfirieron los
sobrenadantes a filtros de tubo de microcentrifuga de 0,2 um (Bio Rad) y se centrifugaron a 17.000xg durante 5
minutos a 4 °C. Se diluyeron los filtrados y se analizaron los aminoacidos como se describe previamente (Feeney
et al., (2013) Biotechnology and Bioengineering, 110:1087-1097). Para determinar los niveles de metionina
extracelular, se diluyeron muestras de sobrenadante preparadas a partir de caldo celular completo recogido
durante la fermentacion después de centrifugacion durante 3 min a 14.000xrpm y se analizaron los aminoacidos
como se describe a continuacion. (Véase Feeney et al., (2013) Biotechnology and Bioengineering, 110:1087-
1097).

Se analizaron las concentraciones de aminoacidos usando un procedimiento de HPLC de fase inversa. Se
trataron muestras que contienen aminoacidos con carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo para
producir derivados altamente fluorescentes. (Véase Cohen y Michaud (1993) Anal Biochem 211:279-287). Los
ensayos de HPLC usados detectaron los siguientes aminoacidos con un limite de deteccion de 0,01 mM:
histidina, asparagina, serina, glutamina, arginina, glicina, aspartato, glutamato, treonina, alanina, prolina, ornitina,
cisteina, lisina, tirosina, metionina, valina, isoleucina, leucina, fenilalanina y triptéfano.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2705493 T3

Niveles de fosfato

Se midieron niveles de fosfato usando COBAS Integra 400 (Roche Diagnostics) de acuerdo con los
procedimientos publicados previamente. (Véase Taussky y Shorr (1953) J Biol Chem 202:675-685).

Medidas de valores

Se diluyeron muestras de caldo celular completo 6 veces con tampén de extraccion (Tris 10 mM, EDTA 5 mM,
IAM 5 mM, 0,2 mg/ml de lisozima, pH 6,8) y se incubaron durante 10 minutos en hielo. Después de dos rondas
de sonicacion, se centrifugaron las muestras a 17.000xg durante 20 minutos a 4 °C. Se determiné el valor del
producto a partir de sobrenadantes usando HPLC.

Mediciones de DOssq integradas

Se determind la DOss integrada usando integracion trapezoidal usando la siguiente férmula:

i=k
(DOss0,i + DOss,i-1)
D055 = Z(ti = ti-1) . > .
=

donde,

j = indice de la primera medicion realizada en o después de 24 horas de tiempo de cultivo; k = nimero total de
mediciones de DOss realizadas; ti = tiempo de cultivo transcurrido en horas en la medicién i; DOssoi = DOsso €n
la medicién i.

Analisis de norleucina

Para el analisis del contenido de norleucina, se sometieron muestras de proteinas recombinantes purificadas a
digestion con tripsina basada en un procedimiento descrito previamente. (Véase Yu et al., (2009) Anal Chem
81:9282-9290). Se realizé el andlisis del mapa de péptidos usando una HPLC de fase inversa y cromatografia de
liquidos en linea-espectrometria de masas en tandem (CL/EM) como se describe anteriormente. (Véase Yu et
al., (2009) Anal Chem 81:9282-9290; y Yu et al., (2011) Anal Chem 83:5912-5919). Se realiz6 la determinacion
de masas de alta resolucion con un instrumento LTQ-Orbitrap XL (Thermo Scientific, San Jose, EE. UU.) usando
un barrido de estudio de EM completa con una resolucion fijada a 60.000 a m/z 400, seguido de barridos por
MS2 con trampa i6nica para los iones de interés. Para la determinacion del nivel relativo de norleucina dentro de
los polipéptidos, se generaron cromatogramas de iones extraidos para ambos péptidos que contienen metionina
y que contienen norleucina usando el estado de carga mas abundante con un margen de extraccién de m/z
monoisotépico m/z +10 ppm. Se calculd la cantidad relativa de especies que contienen norleucina con relacion a
la de especies que contienen metionina usando las respectivas areas maximas integradas.

Inmunoelectrotransferencias

Se diluyeron muestras de caldo celular completo obtenidas durante la fermentacion 6 veces con tampon de
extraccion (Tris 10 mM, EDTA 5 mM, IAM 5 mM, 0,2 mg/ml de lisozima, pH 6,8) y se incubaron durante 10
minutos en hielo. Después de dos rondas de sonicacion, se centrifugaron las muestras a 17.000xg durante 25
minutos a 4 °C. Se cargaron muestras en geles de Tris-glicina al 4-12 % en condiciones no reductoras. Se
transfirid proteina a membranas de nitrocelulosa usando un sistema de transferencia iBlot (Invitrogen). Se
bloguearon las membranas con gelatina al 0,5 % en tampon NET (NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Tris 50 mM,
TritonX-100 al 0,05 %) durante 30 minutos, seguido de incubacién en una dilucién 1:300.000 de fraccién de 1gG
de cabra conjugada con peroxidasa en Fab IgG humana (MP Biomedical) en el tampon de bloqueo. Después de
lavar 3 veces con tampon NET, se visualizaron las transferencias en una pelicula de rayos X usando Western
Lightning ECL Substrate (PerkinElmer) después de una exposicion de 5 segundos.

Ejemplo 1. Incorporacion errnea de norleucina durante la fermentacion de E. coli

Como se describe anteriormente, la incorporacion errénea de norleucina se produce a menudo durante la
produccién de proteinas recombinantes en E. coli. La extension de la incorporaciéon errénea de norleucina
durante la produccion de proteinas recombinantes depende de varios factores, tales como, por ejemplo, la
naturaleza de la proteina recombinante, el proceso de fermentacion usado y el contenido del medio de
fermentacion. (Véase, por ejemplo, Bogosian et al., (1989) Biol Chem 264:531-539).

Para examinar la incorporacion erronea de norleucina en un proceso de fermentacion de expresion de proteinas

recombinantes, se realiz6 el siguiente estudio. Se transformo la cepa huésped de E. coli 60E4 con un plasmido
que contiene secuencias de acido nucleico que codifican una cadena ligera y una cadena pesada de un
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fragmento de anticuerpo Fab (SEQ ID NO:31 y SEQ ID NO:32, respectivamente) y se usO en los siguientes
estudios de fermentacion usando una alimentacién de agua o alimentacién de metionina de acuerdo con los
procedimientos descritos anteriormente. A continuacion se analizaron las proteinas recombinantes expresadas
para determinar el contenido de norleucina usando los procedimientos descritos anteriormente.

Como se muestra en la tabla 3 a continuacion, se observo aproximadamente un 5-10 % de incorporacion erronea
de norleucina en cada uno de los polipéptidos recombinantes expresados en la célula huésped de E. coli 60E4
en ausencia de alimentacidon de metionina continua (es decir, una alimentacion de agua). Como se esperaba, en
presencia de una alimentacion de metionina continua, no se detecté norleucina (ND) en ningun polipéptido
recombinante expresado.

Tabla 3
Cepa Alimentacion Norleucina en péptido 1 (%) Norleucina en péptido 2 (%)
60E4 Met ND ND
60E4 Agua 51+0,7 10+£1,2
60E4 Sin alimentacion
66H6 Agua ND ND
66H8 Agua ND ND
66H8 Sin alimentacion ND ND
67B8 Agua ND ND
67B9 Agua ND ND
67C2 Agua ND ND
67C3 Agua ND ND

Estos resultados confirmaron que se produjo incorporacion erronea de norleucina en la produccion de proteinas
recombinantes en bacterias en ausencia de alimentacién de metionina.

Ejemplo 2. Construccion de células huésped de E. coli mutantes de la via biosintética de metionina

Como se establece anteriormente, a menudo se usa alimentacién continua de metionina durante la fermentacion
de proteinas recombinantes para prevenir la incorporacién errénea de norleucina. Como se muestra
anteriormente en el ejemplo 1, la alimentacion de metionina continua garantiz6 que estuviera disponible
suficiente metionina para la célula huésped, reduciendo o previniendo asi la incorporacién errénea de norleucina
durante la produccion de proteinas recombinantes. Para examinar el efecto del uso de una célula huésped de E.
coli que contiene los alelos metA y/o metK mutantes sobre la incorporacién errébnea de norleucina, en lugar de
usar una alimentacion de metionina continua, se realizaron los siguientes estudios.

En los presentes estudios, se introdujeron alelos metA que contienen las mutaciones R27C, Q64E, Y294C, 1296S
y P298L, lo que da como resultado MetA resistente a la autorregulacion, en células huésped 60E4 usando un
procedimiento de intercambio alélico (véase Materiales y procedimientos anteriormente) para obtener las cepas
de células huésped bacterianas 66H6 (60E4 metA(R27C)), 66H8 (60E4 metA(Y294C)), 67B8 (60E4
metA(Q64E)) y 67B9 (60E4 metA(1296S P298L)), respectivamente (véanse las tablas 2 y 3 anteriores).

Se introdujeron alelos metK que contienen las mutaciones V185E y c1132del (delecién de la base citosina en la
posicion 1132 en el gen metK), lo que da como resultado enzimas MetK con pérdida de funcién parcial, en
células huésped 66H8 (60E4 metA(Y294C)) usando un procedimiento de intercambio alélico (véase Materiales y
procedimientos anteriormente) para obtener las cepas de células huésped bacterianas 67C2 (66H8
metK(V185E)) y 67C3 (66H8 metK(c1132del)), respectivamente. (Véanse las tablas 2 y 3 anteriores).

Se evaluaron estas células huésped de E. coli para determinar la incorporacion errénea de norleucina durante la
produccién de proteinas recombinantes en un proceso de fermentacién realizado sin alimentacion de metionina
continua. (Véase el ejemplo 3 a continuacion).

Ejemplo 3. Resultados de fermentacion

Se ejecutaron fermentaciones a pequefia escala (10 1) sin alimentacion de metionina continua utilizando las

cepas bacterianas mutantes de la via biosintética de metionina construidas en este estudio. (Véase la tabla 1).
Se reemplaz6 la alimentacién de metionina por agua o bien no se usé alimentacion durante el proceso de
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fermentacion en estos experimentos. Se realizaron tres fermentaciones de 101 usando la cepa de células
huésped de control 60E4 como sigue: 1) una alimentacién de metionina continua, 2) una alimentaciéon de agua
continua y 3) sin alimentacion.

Las tendencias de fermentaciéon para crecimiento celular, como se siguié por DOsso, Se muestran en la figura
12A. Independientemente de la naturaleza de la alimentacion (metionina, agua o sin alimentacién), el crecimiento
de las ss mutantes de la via biosintética de metionina 60E4 metA(R27C), 60E4 metA(Y294C), 60E4
metA(Y294C) metK(V185E) y 60E4 metA(Y294C) metK(cl132del) fue comparable al observado en células
huésped de control durante la fase de crecimiento de la fermentacién (5-28 horas). Sin embargo, las células
huésped mutantes dobles 60E4 metA(Y294C) metK(V185E), y 60E4 metA(Y294C) metK(c1132del) tuvieron una
DOissp menor (area bajo la curva de crecimiento de 24 horas hasta el final de la fermentacién) en comparacion
con la observada en fermentaciones de células huésped de control. (Véase la figura 12B). Las fermentaciones
realizadas con alimentacion de agua usando las células huésped 60E4 y 60E4 metA(Y294C) tuvieron una DOisso
ligeramente mayor en comparacion con la observada en la fermentacion de células huésped de control realizada
con una alimentacién de metionina y la fermentacion de células huésped 60E4 metA(Y294C) sin alimentacion,
respectivamente. Las células mutantes 60E4 AmetJ::kan® y 60E4 metA(1296S P298L) tuvieron fases de
adaptacion mas largas y como resultado tuvieron una DOissp menor en comparacion con la observada en
fermentaciones de células huésped de control. (Véanse las figuras 12A y 12B). La célula huésped mutante 60E4
metA(Q64E) creci6 escasamente en el fermentador, logrando una DOssp maxima de 150, que es
aproximadamente un 30-40 % menor en comparacion con la DOssp maxima observada en fermentaciones
usando otras células huésped mutantes. (Véase la figura 12A). Después de 20 horas, el crecimiento de la célula
huésped mutante 60E4 metA(Q64E) logré saturacion y, como resultado, la fermentacion usando esta célula
huésped mutante tuvo la DOissg mas baja. (Véanse las figuras 12A y 12B).

La presencia o ausencia de una alimentacion de metionina durante la fermentacion no afect6 al crecimiento de
las células huésped 60E4. (Véase la figura 12C).

Las fermentaciones usando los mutantes de la via biosintética de metionina acumularon niveles mayores de
metionina tanto in vivo (es decir, intracelulares) como en el medio extracelular en comparacion con lo observado
en la fermentacion de células huésped de control. (Véanse las figuras 13A, 13B, 14A y 14B). Al comienzo del
proceso de fermentacion, existe un exceso de metionina (>3 mM) en el medio de fermentaciéon. A medida que las
células comienzan a crecer, captan metionina para la sintesis de proteinas, el papel donante de metilo y otras
funciones. Como resultado, la concentracion de metionina extracelular disminuye gradualmente a medida que las
células continGan creciendo y los niveles de metionina extracelular logran niveles inferiores a los detectables
(<10 pM) aproximadamente a las 16 horas. (Véanse las figuras 13A y 14A).

A las 16 horas, las concentraciones de metionina intracelular varian de 0,5-2,5 mM (la concentracion se basa en
el volumen celular) entre diferentes huéspedes. (Véanse las figuras 13B y 14B). A dichas concentraciones de
metionina intracelular altas, se inhibiria fuertemente MetA natural; sin embargo, los mutantes de MetA resistentes
a la autorregulacion solo se pueden inhibir débilmente y, por tanto, permiten que las células huésped mutantes
produzcan metionina por medio de la via biosintética. (Véase Usuda y Kurahashi (2005) Appl Environ Microbiol
71:3228-3234). Sin embargo, los niveles de metionina intracelular continuaron disminuyendo hasta
aproximadamente las 28 horas, momento en el que el crecimiento celular se ralentizé considerablemente. Es
posible que durante la fase de crecimiento bacteriano (5-28 horas) de las fermentaciones, la tasa a la que se
utiliza la metionina para la sintesis de proteinas y otras funciones celulares pueda exceder la tasa a la que se
sintetiza la metionina in vivo. Esto puede explicar la disminucion gradual en los niveles de metionina intracelular
hasta el final de la fase de crecimiento.

Durante la fase de produccion de proteinas recombinantes de la fermentacién (28 horas hasta el final de la
fermentacion), las células huésped que sobreproducen metionina contindan sintetizando metionina in vivo y los
niveles de metionina intracelular continuaron incrementando durante esta fase del proceso de fermentacion.
(Véanse las figuras 13B y 14B). Estos resultados sugirieron que durante la fase de produccién de proteinas
recombinantes de la fermentacion, la tasa de biosintesis de metionina excedid la tasa a la que se utilizd la
metionina para diversas funciones intracelulares.

Durante la fermentacién de células huésped de control realizada con una alimentacion de agua continua, tanto
los niveles de metionina extracelular como intracelular continuaron disminuyendo, alcanzando niveles inferiores
al limite de deteccion del ensayo (10 uM) aproximadamente a las 16 horas para la metionina extracelular y
aproximadamente a las 24 horas para la metionina intracelular. Para una fermentacion del huésped de control
realizada con una alimentacion de metionina continua, la alimentacion garantiza que exista un exceso de
metionina en la célula después de aproximadamente 26 horas, momento en el que se inicia la alimentacion.
Durante la fase de produccion de la fermentacion, la célula huésped mutante doble 60E4 metA(Y294C)
metK(V185E) acumulé mas metionina intracelular en comparaciéon con la observada en la fermentacion de la
célula huésped de control realizada con una alimentacion de metionina continua.
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La fase de adaptacion mas larga de las células huésped 60E4 metA(1296S P298L) and 60E4 AmetJ::kan® y el
escaso crecimiento de la célula huésped 60E4 metA(Q64E) en comparacién con el observado en las células
huésped de control se podrian deber potencialmente a los niveles altos de acumulacién de homocisteina, un
intermedio toxico en la via biosintética de metionina. (Véase Roe et al., (2002) Microbiology 148:2215-2222;
véase la figura 12A). Se demostré previamente que la homocisteina inhibe la enzima implicada en la primera
etapa de la via biosintética de isoleucina, la treonina desaminasa, provocando la inhibicion del crecimiento.
(Véase Tuite et al., (2005) J Bacteriol 187:4362-4371). Esto se examiné midiendo los niveles de isoleucina
intracelular en las células huésped mutantes. El analisis mostré que los niveles de isoleucina intracelular fueron
comparables a los observados en células huésped de control durante la fermentacion (datos no mostrados). La
posibilidad de que la homocisteina tenga otros efectos toxicos sobre el crecimiento celular no se puede descartar
por completo. En este momento, sin embargo, estas diferencias de crecimiento entre los mutantes no se
entienden completamente.

La evolucion temporal para los valores de los productos de proteinas y los datos de inmunoelectrotransferencias
se muestran en las figuras 16A, 16B y 17. La fermentacién inoculada de la célula huésped 60E4 metA(Q64E)
produjo menos producto que el observado en otras células huésped. Excepto por un breve periodo de entre 45-
50 horas, los niveles de fosfato nunca disminuyeron durante la fermentacion del huésped 60E4 metA(Q64E)
(figura 15); por tanto, la sintesis de proteinas recombinantes fue baja. La fase de adaptacion extendida de las
células huésped mutantes 60E4 metA(1296S P298L) y 60E4 AmetJ::kan” dio como resultado la disminucién de
fosfato después de 40 horas, lo que es aproximadamente 12 horas después de lo observado normalmente; por
tanto, las fermentaciones usando estas células huésped tuvieron valores de productos de proteinas menores en
comparacion con los observados en otras células huésped mutantes que disminuyeron el fosfato antes. (Véanse
las figuras 12A, 15y 16A).

Las fermentaciones usando las células huésped 60E4 metA(R27C) y 60E4 metA(Y294C) produjeron los valores
de productos de proteinas mas altos entre todas las células huésped mutantes examinadas.

Las fermentaciones usando las células huésped mutantes dobles metA metK, 60E4 metA(Y294C) metK(V185E)
y 60E4 metA(Y294C) metK(c1132del), produjeron valores de productos de proteinas algo bajos a pesar de tener
un crecimiento comparable a las células huésped de control. Estas células huésped mutantes dobles tienen una
mutacion en el gen metK que da como resultado MetK con pérdida de funcién parcial. El producto de MetK es S-
adenosilmetionina (SAM), un donante de metilo para muchas reacciones en células bacterianas. Sin embargo, no
se sabe por qué la disminucion en los niveles de SAM afectaria a los valores de los productos de proteinas. Una
alimentacién continua durante el proceso de fermentacion podria dar como resultado la dilucién del medio de
cultivo, lo que posiblemente podria dar como resultado densidades celulares menores y posiblemente valores de
productos menores. El crecimiento y los valores de la fermentacion de la célula huésped 60E4 metA(Y294C) sin
ninguna alimentacién fueron comparables a los observados en fermentaciones usando la misma célula huésped
realizadas con una alimentacién de agua continua.

Ejemplo 4. Incorporacién errénea de norleucina

Como se describe anteriormente, la incorporacion errénea de norleucina en proteinas debido a los niveles de
metionina en la célula es lo suficientemente baja como para que la norleucina pueda competir por los residuos de
metionina en la carga del metionil ARNt durante la sintesis de proteinas. Como se muestra en el ejemplo 1
anterior, la fermentacion de células huésped de control realizada sin alimentacion de metionina dio como
resultado niveles altos de incorporacién errénea de norleucina en la proteina recombinante (tabla 3). Los niveles
de metionina intracelular bajos durante la fase de produccién de la fermentacion de células huésped de control
realizada sin alimentacion de metionina indicaron que los residuos de norleucina podrian competir con los
residuos de metionina en la proteina recombinante. Sin embargo, se observaron niveles altos de metionina
extracelular e intracelular durante la fase de produccién de las fermentaciones de células huésped mutantes.
(Véanse las figuras 13B y 14B). Como resultado de los niveles de metionina intracelular elevados, se espera que
la incorporacién errénea de norleucina sea minima o se elimine al usar dichas fermentaciones de células
huésped.

La digestion con tripsina de la proteina recombinante proporcioné 2 péptidos que contenian metionina: péptido 1:

LSCAASGYDFTHYGM*NWVR (SEQ ID NO:35); y péptido 2: STAYLOQM®NSLR (sgq 1D NO:36). EI

andlisis del mapa de péptidos indicé que los grupos de proteinas recombinantes purificados a partir de
fermentaciones de células huésped mutantes contenian niveles menores que detectables de incorporacion
errénea de norleucina, mientras que la fermentacion de células huésped de control realizada sin alimentacion de
metionina acumulé niveles altos de norleucina en ambos péptidos que contenian metionina. (Véase la tabla 3).
Estos resultados mostraron que el uso de cepas de células huésped de E. coli de la presente divulgacién dio
como resultado la reduccion o prevencién de la incorporacion de norleucina en polipéptidos heterélogos (por
ejemplo, recombinantes).
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Ejemplo 5. Células huésped bacterianas adicionales

Ademas de los experimentos realizados con la célula huésped 60E4 o células huésped derivadas de 60E4, se
desarrollaron otras dos células huésped bacterianas y se examinaron para determinar su crecimiento,
incorporacion errénea de norleucina y produccion de proteinas recombinantes como sigue.

Las células huésped bacterianas 66F8 y 64B4 (asi como la célula huésped bacteriana 60E4) se describen
anteriormente en la tabla 2. Como se muestra en la tabla 2, existen varias diferencias en el genotipo de las
células huésped 60E4 en comparacién con las células huésped 66F8 y 64B4 (que comparten un genotipo
similar).

Se examinaron tres procesos de fermentaciéon diferentes usando la célula huésped 60E4 (proceso de
fermentacion AF1), célula huésped 66F8 (proceso de fermentacion AF2) y célula huésped 64B4 (proceso de
fermentacion AF3). La tabla 4 a continuacion muestra las diferencias en diversos parametros de fermentacion
(pH, agitacién, duracién del cultivo y tiempo de inicio de alimentacién) de cada uno de los procesos de
fermentacion (AF1, AF2 y AF3) examinados.

Tabla 4
AF1 AF2 AF3
Huésped de control 60E4 66F8 64B4
pH 7,0 7,0 7,3
Agitacion (rpm) 850° 650 650
Duracion del cultivo (horas) 72 50 72
Tiempo de inicio de alimentacién (met. o agua) (DOssp) 200 150 150

® Después de que las células logren una DOsso de 200, se reduce la agitacion a 800 y a continuacion en etapas
de 100 rpm cada 2 horas hasta lograr 500 rpm.

Se introdujo el alelo metA(Y294C) en las células huésped 66F8 y 64B4 usando los procedimientos como se
describe anteriormente en el ejemplo 1 para la célula huésped 60E4. Las fermentaciones realizadas usando
66F8 metA(Y294C) y 64B4 metA(Y294C), usando el proceso de fermentacion AF2 y AF3, respectivamente,
mostraron crecimiento de células huésped comparable al observado con sus células huésped originales. (Véanse
las figuras 19A y 19B; y la tabla 5 a continuacion).

Ejemplo 6. Comparacién de tasas de crecimiento de células huésped de E. coli y rendimientos de
productos de proteinas recombinantes

Se examinaron las tasas de crecimiento y los rendimientos de productos de proteinas recombinantes en cada
una de las cepas de huésped de E. coli 60E4 metA(Y294C), 66F8 metA(Y294C) y 64B4 metA(Y294C) usando el
proceso de fermentacion AF1, AF2, AF3, respectivamente. Se realizaron fermentaciones de 10| como se
describe anteriormente en el ejemplo 3 para células huésped de la cepa 60E4, usando las modificaciones del
proceso de fermentacion como se explica anteriormente en la tabla 4 para cada proceso de fermentacion.

Se analizan las tasas de crecimiento y los rendimientos de productos de proteinas recombinantes observados
para las diversas células huésped de la cepa 60E4 en detalle anteriormente en el ejemplo 3.

Como se muestra en las figuras 20A, 20B y 20C, los rendimientos de productos de proteinas recombinantes
obtenidos usando las cepas huésped 60E4 metA(Y294C), 66F8 metA(Y294C) y 64B4 metA(Y294C) fueron
comparables a los observados usando las cepas huésped 60E4, 66F8 y 64B4. (Véase también la tabla 5 a
continuacion). La presencia o ausencia de alimentacion de metionina no afecté a los rendimientos de proteinas
recombinantes obtenidos de la fermentacion de la célula huésped 60E4.

Tabla 5
. . L Tasa de crecimiento, p Rendimiento de
Huésped Alimentacion | Proceso (h-l)a producto (g/l)b
60E4 (huésped de control) met AF1 0,325+ 0,02 1,077 £ 0,047
60E4 (huésped de control) agua AF1 0,343 1,152
60E4 (huésped de control) ninguno AF1 0,358 £ 0,15 1,098
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60E4 metJ agua AF1 0,232 0,486
60E4 metA(R27C) agua AF1 0,332 0,792
60E4 metA(Y294C) agua AF1 0,333 0,906
60E4 metA(Y294C) ninguno AF1 0,377 £ 0,023 0,924 +£ 0,017
60E4 metA(Q64E) agua AF1 0,294 0,102
60E4 metA(1296S P298L) agua AF1 0,278 0,57
60E4 metA(Y294C) metK (V185E) agua AF1 0,356 0,696
60E4 metA(Y294C) metK (V185E) agua AF1 0,301 0,618
60E4 metA(Y294C) ninguno® AF1 0,314 0,936
66F8 (huésped de control) met AF2 0,459 + 0,025 45+0,5
66F8 metA(Y294C) ninguno AF2 0,381+ 0,03 6,7+0,2
64B4 (huésped de control) met AF3 0,406 £ 0,037 51+0,2
64B4 metA(Y294C) ninguno AF3 0,361 £ 0,01 54+0,1

? Para los huéspedes 60E4 metJ y 60E4 metA metA(1296S P298L), se us6 el tiempo entre 6-14 horas y 14-22
horas respectivamente para calcular u. Para todos los otros huéspedes, se us6 2-10 horas para calcular p. Los
valores de p mostrados son el promedio de n=2 ciclos.

® Los valores mostrados son el promedio de n=2 ciclos.

¢ Se afiadi6 norleucina en bolo a una concentracion final de 0,15 mM durante la fermentacion cuando las células
lograron una DOssg de 200.

Ejemplo 7. Comparacion de la incorporacion errénea de norleucina

Se usaron tres procesos de purificacion de productos de proteinas recombinantes diferentes, cada uno
especifico para el proceso de fermentacion AF1 (para la célula huésped 60E4), AF2 (para la célula huésped
66F8) y AF3 (para la célula huésped 64B4). La tabla 6 a continuacion muestra las diferencias en los diversos
procesos de purificacion usados para cada uno de los procesos de fermentacion (es decir, AF1, AF2 y AF3)
examinados.

Tabla 6
AF1 AF2 AF3
Floculante® MgSO4 (50 mM) MgSO4 (50 mM) Polietilenimina (0,4 %)
Homogeneizado R . ]
mantenido 3 horasa 35 °C 21 horas a 30 °C 12 horas a 30 °C
Resina de afinidad Proteina G Proteina G MabSelect Sure
Tampon de elucion Acido citrico (50 mM) Acido citrico (50 mM) Fosfato dep?_:'g%a (75 mM),

% Se indican concentraciones finales para el floculante

Se realizé la cuantificacion de norleucina usando el andlisis CL-EM en péptidos tripsinicos para cada uno de los
productos de proteinas recombinantes como se describe anteriormente.

La digestion con tripsina de la proteina recombinante producida por el huésped 60E4 produjo 2 péptidos que
contenian metionina (tabla 7). La digestion con tripsina de la proteina recombinante producida por el huésped
66F8 produjo 3 péptidos que contenian metionina (tabla 8). La digestion con tripsina de la proteina recombinante
producida por el huésped 64B4 produjo 6 péptidos que contenian metionina (tabla 9).
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Tabla 7
Péptidos tripsinicos SEQ ID 60E4 con 60E4 60E4
NO: alimentacion metA(Y294C)
de met.
STAYLQMNSLR 36 ND 10+1,2 ND
[L.SCAASGYDFTHYGMNWVR 35 ND 51+0,7 ND
Tabla 8
Péptidos tripsinicos SEQ ID 66F8 con 66F8 66F8
NO: alimentacion metA(Y294C)
de met.
ASGYTFINYGMNWVR 37 ND 21+04 ND
QAPGQGLELWMGWINTYTGETTYADDI'K 38 ND 0,7+0,2 ND
VTITCITSTDIDDDMNWYQQRKPGK 39 ND 1+0,3 ND
Tabla 9
Péptidos tripsinicos SEQ ID 64B4 con 64B4 64B4
NO: alimentacion metA(Y294C)
de met.
GLEWVGMIDPSNSDTR 40 ND 1,3+0,3 ND
NTAYLQMNSLR 41 ND 1,3+0,3 ND
DTLMISR 42 ND 2,4+0,4 ND
EEMTK 43 ND 2,2+05 ND
WQQGNVISCSVMHEALHNHYTQK 44 ND 15+04 ND
DIQMTQSPSSLSASVGDR 45 ND 13+02 ND

La proteina recombinante purificada a partir del proceso de fermentacion AF1 realizado sin alimentacion de
metionina usando el huésped 60E4 acumuld un 5,1 % y un 10 % de norleucina en los dos residuos de metionina
en la proteina (tabla 7). No se detectd norleucina en la proteina recombinante purificada a partir de las
fermentaciones AF1 realizadas sin alimentacion de metionina usando los huéspedes 60E4 metA(Y294C) (tabla
7), 60E4 metA(R27C), 60E4 metA(Y294C) metK(V185E) y 60E4 metA(Y294C) metK(cl132del) (datos no
mostrados).

Cuando la fermentacion del huésped 60E4 metA(Y294C) se complement6 con norleucina (concentracion final
0,15 mM) en el medio de fermentacion, no se observé norleucina en la proteina recombinante, lo que indica que
las células huésped bacterianas de la presente divulgacién producen suficiente metionina en la célula para
prevenir la incorporacién errénea de norleucina durante la sintesis de proteinas recombinantes.

Se observé aproximadamente un 2,7 %, 0,7 % y un 1 % de incorporacion errébnea de norleucina en los tres
péptidos tripsinicos que contenian metionina obtenidos de la proteina recombinante producida por el proceso de
fermentaciéon AF2 realizado sin alimentacién de metionina usando el huésped 66F8. (Véase la tabla 8). De forma
similar, existié6 aproximadamente un 1,3 %, 1,3 %, 2,4 %, 2,2 %, 1,5 % y un 1,3 % de incorporacion erronea de
norleucina en los seis péptidos tripsinicos que contenian metionina obtenidos de la proteina recombinante
producida por el proceso AF3 realizado sin alimentacion de met. usando el huésped 64B4. (Véase la tabla 9). Sin
embargo, no se detectd norleucina en las proteinas recombinantes purificadas a partir de los procesos de
fermentacion AF2 y AF3 usando el huésped 66F8 metA(Y294C) y los huéspedes 64B4 metA(Y294C),
respectivamente. (Véanse las tablas 8 y 9 anteriores).

Los andlisis del mapa de péptidos tripsinicos que los grupos de proteinas recombinantes purificados a partir de
fermentaciones de células huésped mutantes contenian niveles menores que detectables de incorporacién

29
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errénea de norleucina, mientras que la fermentacion de células huésped de control realizada sin alimentacion de
metionina acumulé niveles altos de norleucina en los péptidos que contenian metionina. Estos resultados
mostraron que el uso de cepas de células huésped de E. coli de la presente divulgacion dio como resultado la
reduccion o prevencién de la incorporacion de norleucina en polipéptidos heterélogos (por ejemplo,
recombinantes).

Aungue la invencion anterior se ha descrito con algun detalle a modo de ilustracién y ejemplo con propdsitos de

claridad de comprensién, las descripciones y ejemplos no se deben interpretar como limitantes del alcance de la
invencion.
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<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
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<212>
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<220>
<221>
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Patentln versién 3.5
1

34

ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

1

cacacgagct cctcattttg ctecattaacg ttgg 34

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

2

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

2

cacacgtcga cgcgaatgga agctg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

3

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

3

cacacgagct cgtatgcaaa gcagagatgc 30

<210>
<211>

4
28

31
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 4
cacacgtcga ccgtcattge cttgtttg

<210> 5
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 5
gttctgatcc ttaacctgat gccgaagaag

<210> 6
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 6
ccagcgtttg cgcatcatat tecgg

<210> 7
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 7
ggcaaaacac ctttttacgt ccgagtcecce

<210> 8
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidon de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 8
gaactcacgt accagcaggg tcagttg

<210> 9
<211> 26

32

28

30

24

28

27
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 9
ccagtcacga cgttgtaaaa cgacgg

<210> 10
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 10
agtgaacggc aggtatatgt gatgg

<210> 11
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 11
gtgatgacaa cttcttgtge gtctggtcag g

<210> 12
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 12
cctgaccaga cgocacaagaa gttgtcatca c

<210> 13
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 13
caaactcace tttggaggte gatattcage

<210> 14
<211> 30
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26

25
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31
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ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

14

gctgaatatc gacctccaaa ggtgagtttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

15

35

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

15

gctcaactat tacgtctgec agatcacgee atacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

16

35

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

16

cgtatggegt gatctggcag acgtaatagt tgage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

17

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

17

cgtctaccag agcacgectat acgatctacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

18

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

18

cgtagatcgt atagcgtgcet ctggtagacg

<210>

19

34

30

35

35

30

30
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27
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

19

atcgatgectg tcgagettte cactcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

20

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

20

ctgagtggaa agctcgacag catcgat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

21

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

21

gcgecagetge tggegatget geeg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

22

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

22

cggcageate gccagcaget gege

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

23

930

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleoétido sintético’

23

35

27

27

24

24
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atgecegattce
tttgtgatga
cttaacctga
tcacctttge
cccgcagage
gacggtttga
tggcecgecaga
gtctgetggg
accgaaaaac
cgtggectttg
ttgattcgtg
ctgtttgecca
caaacgctgg
tataactatt
ggtaatttac

ctacggcaca

<210> 24

<211> 930
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

fuente

<400> 24

gtgtgccgga

caacttecttg
tgccocgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
cggtacagge
tctetggegt
atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt
tcecegeacaa
tgtttaccaa

tgaatccaac
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cgagctacce
tgecgtctggt
gattgaaact
tcagectgttg
cttectactgt
tgcgeccgcetg
gctggagtgg
cgegctcaat
ttacgagcat
cctggecaccg
tctggaaatt
gcgecattgec
tttecgegat
tgatccgcaa
ctggctcaac

gctggattaa

gcegtcaatt
caggaaattc
gaaaatcagt
cgcatcgatt
aactttgaag
ggcctggtgg
tcgaaagatce
atcctctacg
catattctee
cattcgeget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaageccg
aatacaccge

tattacgtet

36

tcttgegtga
gtccacttaa
ttetgegect
ccegtgaatce
atattcagga
agtttaatga
acgtcaccte
gcattectaa
atcctcecatge
atgctgactt
cggaagaagg
gccatcecega
gactagaccc
gagcgagctg

accagatcac

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucledtido sintético”

agaaaacgtc
ggttctgatc
gctttcaaac
gcgcaacacg
tcagaacttt
tgtcgettac
gacgctgttt
gcaaactcge
gcttetgacg
tccggcageg
ggatgcatat
atatgatgeg
ggatgtaccg
gcgtagtcac

gccatacgat
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atgccgattc
tttgtgatga
cttaacctga
tcacctttge
cccgeagage
gacggtttga
tggcegecaga
gtetgetggg
accgaaaaac
cgtggectttg
ttgattegtg
ctgtttgcca
caaacgctgg
tataactatt
ggtaatttac

ctacggcaca

<210> 25

<211> 930
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

fuente

<400> 25

gtgtgcecgga
caacttcteg
tgccgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
cggtacaggc
tctetggegt
atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt
tcececgeacaa
tgtttaccaa

tgaatccaac
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cgagctaccc
tgegtetggt
gattgaaact
tcagctgttg
cttctactgt
tgcgeegetg
gctggagtgyg
cgecgcetcaat
ttacgagcat
cctggecaceg
tctggaaatt
gcgcattgecce
tttecegegat
tgatccgeaa
ctggctcaac

gctggattaa

gccgtcaatt
caggaaatte
gaaaatcagt
cgcatcgatt
aactttgaag
ggcctggtgg
tcgaaagatc
atcctctacg
catattctec
cattecgeget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaagceg
aatacaccgce

tattacgtct

37

tcttgegtga
gtccacttaa
ttectgegect
cccgtgaatc
atattcagga
agtttaatga
acgtcacctc
gcattcctaa
atcctcatge
atgctgactt
cggaagaagg
gccatcececga
gactagaccc
gagcgagetg

gccagatcac

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucledtido sintético”

agaaaacgtc
ggttctgate
gctttcaaac
gcgcaacacg
tcagaacttt
tgtcgcttac
gacgectgttt
gcaaactcgce
gcttetgacg
tcecggecageg
ggatgcatat
atatgatgcg
ggatgtaccg
gcgtagtcac

gccatacgat

60
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180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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930
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atgccgatte
tttgtgatga
cttaacectga
tcacctttge
ccogcagagce
gacggtttga
tggccgecaga
gtetgetggg
accgaaaaac
cgtggetttg
ttgattegtg
ctgtttgceca
caaacgctgg

tataactatt

<210> 26

<211> 930
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

fuente

<400> 26

gtgtgcegga
caacttcteg
tgcecgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
cggtacagge
tctetggegt
atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt

tceccgecacaa

Secuencia artificial
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cgagctacce
tgecgtetggt
gattgaaact
tcagetgttg
cttctactgt
tgcgeegetg
gctggagtgg
cgegetcaat
ttacgagcat
cotggeaceg
tctggaaatt
gcgeattgee
tttcecgegat

tgatcecgcaa

gccgtcaatt
caggaaattc
gaaaatcagt
cgcatcgatt
aactttgaag
ggcetggtgg
tcgaaagatc
atcctctacg
catattetcece
cattegeget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaagccg

aatacaccgce

38

tcttgegtga
gtccacttaa
ttetgegect
cccegtgaatce
atattcagga
agtttaatga
acgtcaccte
gcattectaa
atcctecatge
atgectgactt
cggaagaagg
gccatcecega

gactagaccc

gagcgagctyg

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucledtido sintético”

agaaaacgtce
ggttectgatce
gctttcaaac
gcgcaacacg
tcagaacttt
tgtcegettac
gacgectgttt
gcaaactege
gcttetgacg
tcoggeageyg
ggatgcatat
atatgatgeg
ggatgtaccg

gcgtagtcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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atgccgattc
tttgtgatga
cttaacctga
tcacctttgg
cccgcagage
gacggtttga
tggcegecaga
gtctgetggy
accgaaaaac
cgtggetttg
ttgattegtg
ctgtttgecceca
caaacgctgg
tataactatt
ggtaatttac

ctacggcaca

<210> 27

<211> 1155
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

fuente

<400> 27

gtgtgcecgga
caacttctcg
tgccgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
cggtacaggc
tctetggegt
atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt
tcececgeacaa
tgtttaccaa

tgaatccaac

Secuencia artificial
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cgagctaccc
tgcgtectggt
gattgaaact
tcagectgttg
cttctactgt
tgecgeecgetg
gctggagtgg
cgegctcaat
ttacgagcat
cctggeaceg
tctggaaatt
gcgecattgec
tttecegegat
tgatccgeaa
ctggctcaac

gctggattaa

gccgtcaatt
caggaaattc
gaaaatcagt
cgcatcgatt
aactttgaag
ggcetggtgg
tcgaaagatc
atcctctacg
catattctcc
cattcgeget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaagceg
aatacaccgc

tattacgtct

39

tcttgegtga
gtccacttaa
ttectgegect
ccegtgaatce
atattcagga
agtttaatga
acgtcaccte
gcattecctaa
atcctcatge
atgctgactt
cggaagaagg
gccatcecega
gactagaccc
gagcgagcetg

accagatcac

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

agaaaacgtc
ggttctgatc
gctttecaaac
gcgcaacacg
tcagaacttt
tgtegettac
gacgctgttt
gcaaactcege
gcttetgacg
tceggeageg
ggatgcatat
atatgatgcg
ggatgtaccg
gcgtagtcecac

gccatacgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

930
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atggcaaaac
gaccaaattt
gcttgegaaa
gcctgggtag
tcecgacatgg
cctgacatca
ggtctgatgt
tatgcacacc
ctgcgcecegg
atcgatgctg
gaagcggtaa
accaaattet
ggtctgactg
ggtgcattcet
tatgtcgecga
tacgecaatceg
gtgecttetg
ctgattcaga
tttggtegtg
gceggtetga
<210> 28
<211> 1154
<212> ADN
<213>
<220>

<221>
<223>

fuente

<400> 28

acctttttac
ctgatgeegt
cctacgtaaa
acatcgaaga
gctttgacge
accagggecgt
ttggctacge
gtctggtaca
acgcgaaaag
tcgagcttte
tggaagagat
tcatcaacce
gtcgtaaaat
ctggtaaaga
aaaacatcgt
gcgtggetga
aacaactgac
tgetggatcet

aacatttccce

agtaa

Secuencia artificial
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gtccgagtcce
tttagacgeg
aaccggcatg
gatcaccegt
taactcctgt
tgaccgtgec
aactaatgaa
gcgtcagget
ccaggtgact
cactcagcac
catcaagcca
gaccggtegt
tatcgttgat
tccatcaaaa
tgctgctgge
accgacctece
cctgetggta
gctgcaccceg

gtgggaaaaa

gtctcectgaag
atcctcgaac
gttttagttg
aacaccgttc
gcggttectga
gatccgectgg
accgacgtgc
gaagtgcgta
tttcagtatg
tctgaagaga
attctgcceg
ttegttateg
acctacggeg
gtggaccgtt
ctggccgatc
atcatggtag
cgtgagttet
atctacaaag

accgacaaag

40

ggcatcctga
aggatccgaa
gcggcgaaat
gcgaaattgg
gcgctategg
aacagggcgc
tgatgeccagce
aaaacggcac
acgacggcaa
tcgaccagaa
ctgaatggct
gtggcccaat
gcatggcgeg
ccgcagecta
gttgtgaaat
aaactttegg
tecgacctgeg
aaaccgcage

cgcagetget

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

caaaattgct
agcacgegtt
caccaccage
ctatgtgcat
caaacagtct
gggtgaccag
acctatcacc
tctgccegtgg
aatcgttggt
atcgctgcaa
gacttctgce
gggtgactgc
tcacggtggce
cgcagcacgt
tcaggtttcce
tactgagaaa
cccatacggt
atacggtcac

gcgegatget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1155



atggcaaaac
gaccaaattt
gcttgegaaa
gcctgggtag
tccgacatgg
cctgacatca
ggtctgatgt
tatgcacacc
ctgcgceccgg
atcgatgetg
gaagcggtaa
accaaattct
ggtctgactg
ggtgcattct
tatgtcgega
tacgcaatcg
gtgccttctg
ctgattcaga
tttggtegtg

ccggtctgaa

<210>
<211>
<212>
<213>

29
308
PRT

<400> 29

acctttttac
ctgatgcegt
cctacgtaaa
acatcgaaga
gctttgacgc
accagggcgt
ttggctacge
gtctggtaca
acgcgaaaag
tegtgettte
tggaagagat
tcatcaaccc
gtcgtaaaat
ctggtaaaga
aaaacatcgt
gcgtggetga
aacaactgac
tgctggatct

aacatttccc

gtaa

Escherichia coli
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gtcecgagtcce
tttagacgeg
aaccggcatg
gatcaccegt
taactcctgt
tgacecgtgec
aactaatgaa
gcgtcagget
ccaggtgact
cactcagecac
catcaagcca
gaccggtcgt
tatcgttgat
tccatcaaaa
tgetgetgge
accgacctecce
cctgctggta
gctgecaceceg

gtgggaaaaa

gtctctgaag
atcctcecgaac
gttttagttg
aacaccgtte
gcggttctga
gatcegetgg
accgacgtge
gaagtgcgta
tttcagtatg
tctgaagaga
attetgeceg
ttcgttatcg
acctacggcg
gtggaccgtt
ctggecgate
atcatggtag
cgtgagttct
atctacaaaqg

accgacaaag

Met Pro Ile Arg Val Pro Asp Glu Leu Pro Ala

1

5

10

Glu Glu Asn Val Phe Val Met Thr Thr Ser Arg

20

25

Ile Arg Pro Leu Lys Val Leu Ile Leu Asn Leu

35

40

Glu Thr Glu Asn Gln Phe Leu Arg Leu Leu Ser

50

55

41

ggcatcctga
aggatccgaa
gcggcgaaat
gcgaaattgg
gcgctatcgg
aacagggcgce
tgatgecage
aaaacggcac
acgacggcaa
tcgaccagaa
ctgaatgget
gtggcccaat
gcatggcgeg
ccgecagecta
gttgtgaaat
aaactttegg
tcgacctgeg
aaaccgcagce

cgcagetget

Val Asn Phe

Ala Ser Gly

30

Met Pro
45

Lys

Asn Ser Pro

60

caaaattgct
agcacgcgtt
caccaccagce
ctatgtgcat
caaacagtct
gggtgaccag
acctatcacce
tctgeegtgg
aatcgttggt
atcgetgeaa
gacttctgece
gggtgactge
tcacggtggce
cgcagcacgt
tcaggtttee
tactgagaaa
cccatacggt

atacggtcac

ggcgatgetg

Leu
15

Arg
Gln Glu
Ile

Lys

Leu Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1154



Val

65

Pro

Asp

val

Glu

Val

145

Thr

Ala

Tyr

Ile

Asp

225

Thr

Asp

Asn

Pro
305

Asp

Ala

Gln

Glu

Trp

130

Gln

Glu

Leu

Ala

Leu

210

Lys

Leu

vVal

Ala

Tyr

290

Thr

Ile

Glu

Asn

Phe

115

Ser

Ala

Lys

Leu

Asp

195

Ala

Arg

Ala

Pro

Ser

275

Tyr

Leu

Gln

His

Phe

100

Asn

Lys

Ala

Leu

Thr

180

Phe

Glu

Ile

Gln

Tyr

260

Trp

Val

Asp

Leu

Leu

85

Asp

Asp

Asp

Leu

Ser

165

Arg

Pro

Thr

Ala

Glu

245

Asn

Arg

Tyr

Leu

70

Asn

Gly

val

His

Asn

150

Gly

Gly

Ala

Glu

Phe

230

Phe

Tyr

Ser

Gln

Arg

Asn

Leu

Ala

Val

135

Ile

val

Phe

Ala

Glu

215

Vval

Phe

Phe

His

Ile
295

ES 2705493 T3

Ile

Phe

Ile

Tyr

120

Thr

Leu

Tyr

Asp

Leu

200

Gly

Thr

Pro

Gly
280

Thr

Asp

Tyr

Val

105

Trp

Ser

Tyr

Glu

Asp

185

Ile

Asp

Gly

Asp

His

265

Asn

Pro

Ser

Cys

90

Thr

Pro

Thr

Gly

His

170

Ser

Arg

Ala

His

Val

250

Asn

Leu

Tyr

42

Arg

15

Asn

Gly

Gln

Leu

Ile

155

His

Phe

Asp

Tyr

Pro

235

Glu

Asp

Leu

Asp

Glu

Phe

Ala

Ile

Phe

140

Pro

Ile

Leu

Tyr

Leu

220

Glu

Ala

Pro

Phe

Leu
300

Ser

Glu

Pro

Lys

125

Val

Lys

Leu

Ala

Thr

205

Phe

Tyr

Gly

Gln

Thr

285

Arg

Arg

Leu

110

Gln

Cys

Gln

His

His

190

Asp

Ala

Leu

Asn

270

Asn

His

Asn

Ile

95

Gly

val

Trp

Thr

Pro

175

Ser

Leu

Ser

Ala

Asp

255

Thr

Trp

Met

Thr
80

Gln

Leu

Ala

Arg

160

His

Arg

Glu

Lys

Gln

240

Pro

Pro

Leu

Asn



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

30
384

PRT

Escherichia coli

30

Met Ala Lys His

1

Asp

Glu

Gly

Ile

65

Ser

Gly

Leu

Asn

Leu

145

Leu

Lys

Glu

Lys

Lys

Gln

Met

50

Glu

Asp

Lys

Glu

Glu

130

Val

Arg

Ile

Ile

Pro
210

Ile

Asp

val

Glu

Met

Gln

Gln

115

Thr

Gln

Pro

val

Asp

195

Ile

Ala

20

Pro

Leu

Ile

Gly

Ser

100

Gly

Asp

Asp

Gly

180

Gln

Leu

Leu

Asp

Lys

Vval

Thr

Phe

85

Pro

Ala

Val

Gln

Ala

165

Ile

Lys

Pro

Phe

Gln

Ala

Gly

Arg

70

Asp

Asp

Gly

Leu

Ala

150

Lys

Asp

Ser

Ala

Thr

Ile

Arg

Gly

55

Asn

Ala

Ile

Asp

Met

135

Glu

Ser

Ala

Leu

Glu
215

ES 2705493 T3

Ser

Ser

Val

40

Glu

Thr

Asn

Asn

Gln

120

Pro

Val

Gln

Val

Gln

200

Trp

Glu

Asp

25

Ala

Ile

val

Ser

Gln

105

Gly

Ala

Arg

Val

val

185

Glu

Leu

Ser

10

Ala

Cys

Thr

Arg

Cys

90

Gly

Leu

Pro

Lys

Thr

170

Leu

Ala

Thr

43

val

Val

Glu

Thr

Glu

15

Ala

Val

Met

Ile

Asn

155

Phe

Ser

Val

Ser

Ser

Thr

Ser

€0

Ile

Val

Asp

Phe

Thr

140

Gly

Gln

Thr

Met

Ala
220

Glu

Asp

Tyr

45

Ala

Gly

Leu

Arg

Gly

125

Tyr

Thr

Tyr

Gln

Glu

205

Thr

Gly

Ala

30

Val

Trp

Tyr

Ser

Ala

110

Tyr

Ala

Leu

Asp

His

190

Glu

Lys

His

15

Ile

Lys

Val

val

Ala

95

Asp

Ala

His

Pro

Asp

175

Ser

Ile

Phe

Pro

Leu

Thr

Asp

His

80

Ile

Pro

Thr

Trp

160

Gly

Glu

Ile

Phe



Ile
225

Gly

Arg

Arg

Ala

Val
305

Val

Arg

Lys

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asn Pro Thr

Leu Thr Gly

His Gly Gly
260

Ser Ala Ala
275

Gly Leu Ala
290

Ala Glu Pro

Pro Ser Glu

Pro Tyr Gly
340

Glu Thr Ala
355

Lys Thr Asp
370

31

930

ADN
Escherichia coli

31

Gly

Arg

245

Gly

Tyr

Asp

Thr

Gln

325

Leu

Ala

Lys

Arg

230

Lys

Ala

Ala

Arg

Ser

310

Leu

Ile

Tyr

Ala

Phe

Ile

Phe

Ala

Cys

295

Ile

Thr

Gln

Gly

Gln
375

ES 2705493 T3

val

Ile

Ser

Arg

280

Glu

Leu

Met

His

360

Leu

Ile

val

Gly

265

Tyr

Ile

Val

Leu

Leu

345

Phe

Leu

Gly

Asp

250

Lys

val

Gln

Glu

Val

330

Asp

Gly

Arg

44

Gly

235

Thr

Asp

Ala

Val

Thr

315

Arg

Leu

Asp

Pro

Tyr

Pro

Lys

Ser

300

Phe

Glu

Leu

Glu

Ala
380

Met

Gly

Ser

Asn

285

Tyr

Gly

Phe

His

His

365

Ala

Gly

Gly

Lys

270

Ile

Ala

Thr

Phe

Pro

350

Phe

Gly

Asp

Met

255

Val

Val

Ile

Glu

Asp

335

Ile

Pro

Leu

Cys

240

Ala

Asp

Ala

Gly

Lys

320

Leu

Tyr

Trp

Lys



atgcecgatte
tttgtgatga
cttaacctga
tcacctttge
coccgcagagce
gacggtttga
tggccgecaga
accgaaaaac
cgtggetttg
ttgattegtyg
ctgtttgeca
caaacgctgg
tataactatt
ggtaatttac

ctacggecaca

<210> 32

<211> 1155
<212> ADN
<213>

<400> 32

gtgtgcegga
caacttcttg
tgccgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
tctetggegt
atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt
tceceogeoacaa
tgtttaccaa

tgaatccaac

Escherichia coli

ES 2705493 T3

cgagctacce
tgegtetggt
gattgaaact
tcagetgttg
cttctactgt
tgcgeccogetg
gctggagtgg
ttacgagcat
cctggeaceg
tctggaaatt
gcgecattgece
tttcecgegat
tgatcegeaa
ctggctecaac

gctggattaa

gccgtcaatt
caggaaattc
gaaaatcagt
cgecategatt
aactttgaag
ggcctggtgy
tcgaaagatc
catattctce
cattegeget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaagccg
aatacaccge

tattacgtct

45

tcttgegtga
gtccacttaa
ttetgegecet
ccogtgaate
atattcagga
agtttaatga
acgtcacctc
atcctecatge
atgctgactt
cggaagaagy
gcoccatccocega
gactagaccc
gagegagetyg

accagatcac

agaaaacgtc
ggttctgate
gctttcaaac
gcgcaacacyg
tcagaacttt
tgtcgettac
gacgctgttt
gcttectgacg
tcoggeageyg
ggatgcatat
atatgatgeg
ggatgtaccg
gegtagtceac

gccatacgat

60

120

180

240

300

360

420

540

600

660

720

780

840

900

930



10

atggcaaaac
gaccaaattt
gcttgegaaa
gcctgggtag
tcegacatgg
cctgacatca
ggtctgatgt
tatgcacacc
ctgcgecegg
atcgatgcetg
gaagcggtaa
accaaattct
ggtctgactg
ggtgcattct
tatgtcgega
tacgcaatcg
gtgccttetg
ctgattcaga
tttggtcgtg

gccggtctga

<210> 33

<211> 642
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

fuente

<400> 33

acctttttac
ctgatgecegt
cctacgtaaa
acatcgaaga
getttgacge
accagggcgt
ttggctacge
gtctggtaca
acgcgaaaag
tegtgettte
tggaagagat
tcatcaacce
gtcgtaaaat
ctggtaaaga
aaaacatcgt
gcgtggetga
aacaactgac
tgctggatct

aacatttccce

agtaa

Secuencia artificial

ES 2705493 T3

gtcegagtece
tttagacgeg
aaccggcatg
gatcaccegt
taactcctgt
tgaccgtgece
aactaatgaa
gcgtcagget
ccaggtgact
cactcagcac
catcaagcca
gaccggtecgt
tatcgttgat
tccatcaaaa
tgctgctgge
accgacctce
cctgetggta
gctgcacccg

gtgggaaaaa

gtctctgaag
atcctegaac
gttttagttg
aacaccgttce
gecggttcetga
gatccgetgg
accgacgtgce
gaagtgcgta
tttcagtatg
tctgaagaga
attctgcecg
ttegttatcg
acctacggcg
gtggaccgtt
ctggcecgatce
atcatggtag
cgtgagttct
atctacaaag

accgacaaag

46

ggcatcctga
aggatccgaa
gcggcgaaat
gcgaaattgg
gcgetategg
aacagggecgce
tgatgccage
aaaacggcac
acgacggcaa
tcgaccagaa
ctgaatggct
gtggcccaat
gcatggcgeg
ccgcagccta
gttgtgaaat
aaactttegg
tcgacctgeg
aaaccgcagc

cgcagctget

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

caaaattgct
agcacgcegtt
caccaccagce
ctatgtgecat
caaacagtct
gggtgaccag
acctatcacc
tctgecegtagg
aatcgttggt
atcgctgcaa
gacttctgce
gggtgactge
tcacggtggc
cgcagcacgt
tcaggtttcc
tactgagaaa
cccatacggt
atacggtcac

gcgecgatget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1155



10

15

gatatccagt
atcacctgeca
ggaaaagctc
cgettetetg
gaagacttcg
ggtaccaagg
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagctecge

<210> 34

<211> 693
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

fuente

<400> 34
gaggttcage

tecoctgtgeag
cegggtaagg
gctgeggatt
ctgcagatga
tactattatg
gtctecctegg
acctetgggg
acggtgtegt
cagtcctcag
acccagacct

gttgagcceca

<210> 35
<211> 19
<212> PRT
<213>

tgacccagtc
gcgcaagtca
cgaaagtact
gatceggttc
caacttatta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Secuencia artificial

tggtggagtc
cttetggeta
gcctggaatg
tcaaacgteg
acagcctgeg
ggacgageca
cctccaccaa
gcacagcggce
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa

aatcttgtga

Secuencia artificial

ES 2705493 T3

cccecgageteco
ggatattagc
gatttacttc
tgggacggat
ctgtcaacag
acgaactgtg
tggaactgct
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

tggeggtgge
cgacttcacg
ggttggatgg
tttecactttt
cgctgaggac
ctggtattte
gggcccateg
cctgggetge
cgecectgace
cctcagcage
cgtgaatcac

caaaactcac

ctgtcecgect
aactatttaa
acctcctcte
ttcactctga
tatagcaccg
gctgecaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgecct

aggggagagt

ctggtgcage
cactacggta
attaacacct
tctttagaca
actgccgtct
gacgtctggg
gtcttcecece
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccg
aagcccagca

cte

47

ctgtgggcga
actggtatca
tccactctgg
ccatcagcag
tgcecgtggac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagecag
gcgaagtcac

gt

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

cagggggcte

tgaactgggt
ataccggtga
ccteccaaaag
attactgtgc
gtcaaggaac
tggcacccte
actacttcece
acaccttece
tgccctecag

acaccaaggt

tagggtcacc
acagaaacca
agtccecttet
tctgcageeca
gtttggacag
cttecegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggce

actccgtttg
ccgtcaggeco
accgacctat
cacagcatac
aaagtacccg
cctggteace
ctccaagagce
cgaaccggtg
ggctgtecta
cagcttggge

cgacaagaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

693



ES 2705493 T3

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidon de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 35
Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Asp Phe Thr His Tyr Gly Met Asn
1 5 10 15

Trp Val Arg

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 36
Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
1 5 10

<210> 37

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 37
Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg
1 5 10 15

<210> 38

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 38
Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr
1 5 10 15

Thr Gly Glu Thr Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys
20 25

<210> 39

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<221>
<223>

<400>

Val Thr Ile Thr Cys Ile Thr Ser Thr Asp Ile Asp Asp Asp Met Asn

1

fuente

ES 2705493 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

39

5

10

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

Gly Leu Glu Trp Val Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

20

40

16

PRT

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

40

5

41

11

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

41

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

5

42

7

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

42

5
43
5

PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

43

49



ES 2705493 T3

Glu Glu Met Thr Lys
1 5

<210> 44

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 44
Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
1 5 10 15

His Asn His Tyr Thr Gln Lys
20

<210> 45

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 45
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg

<210> 46

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 46

50



10

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

Ile Gln Leu Thr

Arg Val Thr Ile
20

Asn Trp Tyr Gln
35

Phe Thr Ser Ser
50

Gly Ser Gly Thr

Asp Phe Ala Thr
85

Phe Gly Gln Gly
100

Ser Val Phe Ile
115

Ala Ser Val Val
130

Val Gln Trp Lys

Ser Val Thr Glu
165

Thr Leu Thr Leu
180

Cys Glu Val Thr
195

Asn Arg Gly Glu
210

47

231

PRT

Secuencia artificial

fuente

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

ES 2705493 T3

Pro

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

51

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Vval
205

Ser

Ser

30

val

Phe

Leu

vVal

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
130

Thr

vVal

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



ES 2705493 T3

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 47
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Asp Phe Thr His Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe
50 55 60

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Tyr Pro Tyr Tyr Tyr Gly Thr Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135 140

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Vval
180 185 190

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys
210 215 220

Ser Cys Asp Lys Thr His Leu
225 230

52



10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

48
214
PRT

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

48

Asp Ile Gln Val Thr Gln Ser

1

Asp

Met

Ser

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Arg Val

Asn Trp

35

Gly Gly

50

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

Ser Val

115
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para prevenir o reducir la incorporacion errbnea de norleucina en una proteina o
polipéptido, comprendiendo el procedimiento expresar la proteina o el polipéptido en un microorganismo,
en el que el microorganismo es un microorganismo mutante que produce metionina en un grado o
extension suficiente para prevenir o reducir la incorporacion errénea de norleucina en la proteina o
polipéptido, en el que el microorganismo comprende un alelo metA mutante que comprende la secuencia
de &cido nucleico de SEQ ID NO:24.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el microorganismo es una bacteria.
El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el microorganismo es E. coli.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que expresar la proteina o el polipéptido en el
microorganismo se realiza en ausencia de metionina afiadida de forma exégena al medio de cultivo o sin
alimentacion de metionina.

Un procedimiento para producir una proteina o un polipéptido sin incorporacion errénea de norleucina en
una célula huésped bacteriana, en el que la proteina o el polipéptido no tiene incorporacion errénea de
norleucina, comprendiendo el procedimiento expresar en la célula huésped bacteriana un acido nucleico
gue codifica la proteina o el polipéptido en condiciones de cultivo adecuadas para permitir la expresion de
la proteina o el polipéptido, en el que la célula huésped bacteriana comprende un alelo metA mutante que
comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:24.

El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la proteina o el polipéptido es un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo.

El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo es un
anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo anti-VEGF.

El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-VEGF o
el fragmento de anticuerpo anti-VEGF es el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:46 y el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47.

El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-VEGF o
el fragmento de anticuerpo anti-VEGF se selecciona del grupo que consiste en la secuencia de &cido
nucleico que comprende SEQ ID NO:33y la secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:34.

El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo es un
anticuerpo anti-factor D o un fragmento de anticuerpo anti-factor D.

El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-factor
D o el fragmento de anticuerpo anti-factor D es el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:48 y el acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49.

El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo es un
anticuerpo anti-MET o un fragmento de anticuerpo anti-MET.

El procedimiento de la reivindicacién 12, en el que el acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-MET o
un fragmento de anticuerpo anti-MET se selecciona del grupo que consiste en el acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50, el acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:51, y el &cido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:52.

El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que expresar la proteina o el polipéptido en la célula

huésped bacteriana se realiza en ausencia de metionina afiadida de forma exdgena al medio de cultivo o
sin alimentacion de metionina.
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ATGCCRATTCGTGTGCCGGACGAGCTACCCGCCGTCAATTTCTTGCGTGAAGAAAAC
GTCTTTGTGATGACAACTTCTTGTGCCTCTGGTCAGGAAATTCGTCCACTTAAGGTT
CTGATCCTTARCCTGATGCCGAAGAAGATTGARAACTGAAAATCAGTTTCTGCGCLTG
CTTTCAAACTCACCTTTGCAGGTCGATATTCAGCTGTTGCGCATCGATTCCCGTGAA
TCGCGCAACACGCCCGCAGAGCATCTGAACAACTTCTACTGTAACTTTCGAAGATATT
CAGGATCAGAACTTTGACGGTTTGATTGTAACTGGTGCGLCGCTGGECCTGLTGGAG
TTTAATCGATGTCGCTTACTGGCCGCAGATCAAACAGGTGCTGCGAGTGGTCGAAAGAT
CACGTCACCTCGACGCTGTTTGTCTGCTGGGCGGTACAGGCCGCGCTCAATATCCTC
TACGGCATTCCTAAGCAAACTCGCACCGAARAACTCTCTGGCGTTTACGAGCATCAT
ATTCTCCATCCTCATGCGCTTCTGACGCGTGGCTTTGATGATTCATTCCTGGCACCS
CATTCGCGCTATGCTGACTTTCCGCGCAGCETTCATTCGTGATTACACCGATCTGGAA
ATTCTGGCAGAGACGGAAGAAGCGGATGCATATCTGTTTGCCAGTAAAGATAAGCGC
ATTGCCTTTGTGACGGGLCATCCCGAATATGATGCGCAAACGCTGGCGCAGGAATTT
TTCCGCGATGTGCAAGCCOGACTAGACCCGGATGTACCGTATAACTATTTCCCGCAC
AATGATCCGCAAAATACACCGCCAGCCAGCTGCCCTAGTCACGCGTAATTTACTOTTT
ACCAACTGGCTCAACTATTACGTCTACCAGATCACGCCATACGATCTACGGCACATG
AATCCAACGCTGGATTAA

FIG. 1

ATGCCGATTCGTGTGCCGGACGAGCTACCCGCCGTCAATTTCTTGCGTGAAGARAAC
GTCTTTGTGATGACAACTTCTCGTGCGTCTGGTCAGGAAATTCGTCCACTTAAGGTT
CTGATCCTTAACCTGATGCCGAAGAAGATTGAAACTGAARATCAGTTTCTGCGCCTG
CTTTCAAACTCACCTTTGCAGGTCGATATTCAGCTGTTGCGCATCGATTCCCGTGAA
TCGCGCAACACGCCLCGCAGAGCATCTGAACRAACTTCTACTGTAACTTTGAAGATATT
CAGGATCAGAACTTTGACGGTTTGATTGTAACTGGTGCGCCGCTGGGCCTGGTGGAG
TTTAATGATGTCGCTTACTGGCCGCAGATCAAACAGGTGCTGGAGTGGTCGAAAGAT
CACGTCACCTCGACGCTGTTTGTCTGCTGGGCGGTACAGGCCGCGCTCAATATCCTC
TACGGCATTCCTAAGCARACTCGCACCGARARAACTCTCTGGCGTTTACGAGCATCAT
ATTCTCCATCCTCATGCGCTTCTGACGCGTGGCTTTGATGATTCATTCCTGGCACCSG
CATTCGCGCTATGCTGACTTTCCGGCAGCGTTGATTCGTGATTACACCGATCTGGAA
ATTCTGGCAGAGACGGAAGAAGGGGATGCATATCTGTTTGCCAGTAAAGATAAGCGC
ATPGCCTTTGTGACGGGCCATCCCGAATATGATGLGCAAACGUTGGCGCAGGAATTT
TTCCGCGATGTGGAAGUCGGACTAGACCCGGATGTACCGTATAACTATTTCCCGCAC
AATGATCCGCAARATACACCGLGAGCGAGCTGGCGTAGTCACGGTAATTTACTGTTT
ACCAACTGGCTCAACTATTACGTCTGCCAGATCACGCCATACGATCTACGGCACATG
AATCCAACGCTGGATTAA

FIG. 2
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ATGCCRATTCGTGTGCCGGACGAGCTACCCGCCGTCAATTTCTTGCGTGAAGAAAAC
GTCTTTGTGATGACAACTTCTCGTGCATCTGGTCAGGAAATTCGTCCACTTAAGGTT
CTGATCCTTARCCTGATGCCGAAGAAGATTGARAACTGAAAATCAGTTTCTGCGCLTG
CTTTCAAACTCACCTTTGCAGGTCGATATTCAGCTGTTGCGCATCGATTCCCGTGAA
TCGCGCAACACGCCCGCAGAGCATCTGAACAACTTCTACTGTAACTTTCGAAGATATT
CAGGATCAGAACTTTGACGGTTTGATTGTAACTGGTGCGLCGCTGGECCTGLTGGAG
TTTAATCGATGTCGCTTACTGGCCGCAGATCAAACAGGTGCTGCGAGTGGTCGAAAGAT
CACGTCACCTCGACGCTGTTTGTCTGCTGGGCGGTACAGGCCGCGCTCAATATCCTC
TACGGCATTCCTAAGCAAACTCGCACCGAARAACTCTCTGGCGTTTACGAGCATCAT
ATTCTCCATCCTCATGCGCTTCTGACGCGTGGCTTTGATGATTCATTCCTGGCACCS
CATTCGCGCTATGCTGACTTTCCGCGCAGCETTCATTCGTGATTACACCGATCTGGAA
ATTCTGGCAGAGACGGAAGAAGCGGATGCATATCTGTTTGCCAGTAAAGATAAGCGC
ATTGCCTTTGTGACGGGLCATCCCGAATATGATGCGCAAACGCTGGCGCAGGAATTT
TTCCGCGATGTGCAAGCCOGACTAGACCCGGATGTACCGTATAACTATTTCCCGCAC
AATGATCCGCAAAATACACCGCCAGCCAGCTGCCCTAGTCACGCGTAATTTACTOTTT
ACCAACTGGCTCAACTATTACGTCTACCAGAGCACGCTATACCGATCTACGGCACATG
AATCCAACGCTGGATTAA

FIG. 3

ATGCCGATTCGTGTGCCGGACGAGCTACCCGCCGTCAATTTCTTGCGTGAAGARAAC
GTCTTTGTGATGACAACTTCTCGTGCGTCTGGTCAGGAAATTCGTCCACTTAAGGTT
CTGATCCTTAACCTGATGCCGAAGAAGATTGAAACTGAARATCAGTTTCTGCGCCTG
CTTTCAAACTCACCTTTGGAGGTCGATATTCAGCTGTTGCGCATCGATTCCCGTGAA
TCGCGCAACACGCCLCGCAGAGCATCTGAACRAACTTCTACTGTAACTTTGAAGATATT
CAGGATCAGAACTTTGACGGTTTGATTGTAACTGGTGCGCCGCTGGGCCTGGTGGAG
TTTAATGATGTCGCTTACTGGCCGCAGATCAAACAGGTGCTGGAGTGGTCGAAAGAT
CACGTCACCTCGACGCTGTTTGTCTGCTGGGCGGTACAGGCCGCGCTCAATATCCTC
TACGGCATTCCTAAGCARACTCGCACCGARARAACTCTCTGGCGTTTACGAGCATCAT
ATTCTCCATCCTCATGCGCTTCTGACGCGTGGCTTTGATGATTCATTCCTGGCACCSG
CATTCGCGCTATGCTGACTTTCCGGCAGCGTTGATTCGTGATTACACCGATCTGGAA
ATTCTGGCAGAGACGGAAGAAGGGGATGCATATCTGTTTGCCAGTAAAGATAAGCGC
ATPGCCTTTGTGACGGGCCATCCCGAATATGATGLGCAAACGUTGGCGCAGGAATTT
TTCCGCGATGTGGAAGUCGGACTAGACCCGGATGTACCGTATAACTATTTCCCGCAC
AATGATCCGCAARATACACCGLGAGCGAGCTGGCGTAGTCACGGTAATTTACTGTTT
ACCAACTGGCTCAACTATTACGTCTACCAGATCACGCCATACGATCTACGGCACATG
AATCCAACGCTGGATTAA

FIG. 4
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ATGGCAAAACACCTTTTTACGTCCGAGTCCETCTCTGAAGGGCATCCTGACAARATT
GCTGACCAAATTTCTGATGCCGTTTTAGACGCGATCCTCGAACAGGATCCGAAAGCA
CGLETTGCTTGCCGAAACCTACGTAAAAACCGGLATGETTTTAGTTGGCGGLGARATC
ACCALCAGCGCCTGGGTAGACATCGAAGAGATCACCLCGTAACACCGTTCGUGAAATT
GGCTATGTGCATTCCGACATGGGCTTTGACGCTAACTCCTGTGCGGTTCTGAGCGCT
ATCGGCAAACAGTCTCCTGACATCAACCAGGGLGTTGACCGTGCCGATCCGLTGGARA
CAGGGCGCGGGTGACCAGGETCTGATGTTTGGCTACGCAACTAATGAARCCGACGTG
CTGATGCCAGCACCTATCACCTATGCACACCGTCTGGTACAGLCTCAGGCTGAAGTS
CGTRRARACGGCACTCTGCCGTGGCTGCGCCCGGACGCGARAAGCCAGGTGACTTTT
CAGTATGALGACGGCARAATCGTTGGTATCGATGCTGTCGRGCTTTCCACTCAGCAL
TCTGAAGAGATCGACCAGARATCGCTGCAAGAAGCGGTAATGCGAAGAGATCATCAAG
CCAATTCTGCCCGCTGRAATGHCTGACTTCTGCCACCAAATTCTTCATCAACCCGACT
GETCETTTCGTTATCGEGTGGCCCAATGGEGTGACTGCEGGTCTGACTGGTCGTAAAATT
ATCGTTGATACCTACGGCGGCATGHCGCETCALGETGGCGETGCATTCTCTGHGTAAA
GATCCATCARAAGTGGACCGTTCCGCAGCCTACGCAGCACGTTATGTCGCGARARAC
ATCGTTGCTGCTGGCCTGGCCGATCGTTGTGAAATTCAGGTTTCCTACGCAATCGGE
GTGGCTGAACCGACCTCCATCATGGTAGAAACTTTCGGTACTGAGRAAGTGCCTTCT
GARCAACTGACCCTGCTGETACGTGAGTTCTTCGACCTGCGUCCATACGGTCTGATT
CAGRATGCTGGATCTGUTCCACCCGATCTACAARAGAARCCGCAGIATACGGTCACTTT
GGTCGTGAACATTTCCCGTGGGAARAARACCGACARAGCGCAGLTGCTGCGCGATGLT

GCCGGTCTGAAGTAA
FIG. 5

ATGGCARARACACCTTTTTACGTCCGAGTCCGTCTCTGAAGGGCATCCTGACAAARTT
GCTGACCAAATTTCTGATGCCGTTTTAGACGCGATCCTCGAACAGGATCCGARAGCA
CGCGTTGCTTGCGAAACCTACGTAAARACCGGCATGETTTTAGTTGGCGGCGAAATC
ACCACCAGCGCCTGGETAGACATCGAAGAGATCACCCGTAACACCGTTCGCGARATT
GGCTATGTGCATTCCCGACATGGGCTTTGACGCTAACTCOTGTECGGTTCTGAGCGET
ATCGGCAAACAGTCTCCTGACATCAACCAGGGCGTTGACCGTGLCGATCCGCTGGAA
CAGGGCGCHGETGACCAGGGTCTGATGTTTGGCTACGCAACTAATGAAACCGACGTG
CTGATGCCAGCACCTATCACCTATGCACACCGTCTGGTACAGCGTCAGGCTGARAGTG
CGTAAARAACGGCACTCTGCCHTEGCTGCGCCCGGACGCGARAAGCCAGGTGACTTTT
CAGTATGACGACGGCARAATCGTTGGTATCGATGLTCTCETGLCTTTCCACTCAGCAC
TCTGAAGAGATCGACCAGARATCGCTGCAAGAAGCGGTAATGEAAGAGATCATCAAG
CCRAATTCTGCCCGLCTGAATGGCTGACTTCTGCCACCAAATTCTTCATCAACCCGACC
GGTCGTTTCGTTATCGOTGGCCCAATGGETGACTGCGGTCTGACTGGTCGTAARATT
ATCGTTGATACCTACGGCGGCATGGCGCETCACGHTEGLGETGCATTCTCTGGTAAA
GATCCATCAAAAGTGGACCGTTCCGLAGCCTACGCAGCACGTTATGTCGCGRAAARAL
ATCETTGCTCCTEGCCTCCCCGATCGTTETGARATTCAGGTTTCCTACGCAATCGGEC
GTGGCTGAACCGACCTCCATCATGGTAGAAACTTTCGGTACTGAGAAAGTGCLTTCT
GAACRACTGACCCTGCTGETACGTGAGTTCTTCGACCTGCGCCCATACGGTCTGATT
CAGATGCTGGATCTGCTGCACCCGATCTACAAAGAAACCGCAGCATACGETCACTTT
GGTCGTGAACATTTCCOGTGGGAAARAACCGACAAAGCGCAGLCTGCTGGCGATGCTG

CCGGTCTGAAGTAA
FIG. 6
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MPIRVPDELPAVNFLREENVFVMTTSREASGOEIRPLRVLITNLMPREKTETENQFLRL
LSNSPLOVDIQLLRIDSRESENTPAEHLNNFYCNFEDIQDONFDGLIVTGAPLGLVE
FNDVAYWPQIRKOVLEWSKDHVTSTLFVCWAVOAALNILYGIPRQTRTERLSGVYEHH
ILHPHALLTRGFDDSFLAHSRYADFPAALIRDYTDLEILAETEEGDAYLFASKDKRI
AFVIGHPEYDAOTLAQEFFRDVEAGLDPDVPYNYFPHNDPONTPRASWREHGNLLET

NWLNYYVYQITPYDLRHMNPTLD
FIG. 7A

ATGCCGATTCGTGTGCCGGACGAGUTACCCGCLGTCAATTTCTTGCGTGAAGAAAAL
GTCTTTGTGATGACAACTTCTTGTGCGTCTGGTCAGGAAATTCGTCCACTTAAGETT
CTGATCCTTAACCTGATGCCGAAGAAGATTGAAACTGAAAATCAGTTTCTGCGCCTG
CTTTCAAACTCACCTTTGCAGGTCGATATTCAGCTGTTGCGCATCGATTCCCGTGAA
TCGCGCAACACGCCCGCAGAGCATCTGAACAACTTCTACTGTAACTTTGAAGATATT
CAGGATCAGAACTTTGACGGTTTGATTGTAACTGGTGLCGCCGUTGGEELECTGGETGGAG
TTTAATGATGTCGCTTACTGGCCGLCAGATCAAACAGGTGCTGGAGTGGTCGAAAGAT
CACGTCACCTCGACGCTGTTTGTCTGCTGGGCGGTACAGGCCGCGCTCAATATCCTC
TACGGCATTCCTAAGCARACTCGCACCGAAARACTCTCTGGCGTTTACGAGCATCAT
ATTCTCCATCCTCATGCGCTTCTGACGCGTGGCTTTGATGATTCATTCCTGGCACCG
CATTCGCGCTATGCTGACTTTCCGGCAGCGTTGATTCGTGATTACACCGATCTGGAA
ATTCTGGCAGAGACGGAAGAAGGGCGATGCATATCTGTTTGCCAGTAAAGATAAGCGC
ATTGCCTTTGTGACGGGCCATCCCGAATATGATGCGCAAALCGCTGGCGCAGGAATTT
TTCCGCGATGTGGAAGCCGGACTAGACCCGGATGTACCGTATAACTATTTCCCGCAC
AATGATCCGCAAAATACACCOCGAGCGAGCTGECGTAGTCACGGTAATTTACTGTTT
ACCAACTGGCTCAACTATTACGTCTACCAGATCACGCCATACGATCTACGGCACATG
AATCCAACGCTGGATTAA

FIG. 7B
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MARKHLFTSESVSEGHPDKIADQISDAVLDATILEQDPRARVACETYVETGMVLVGGETL
TTSAWVDIEEITRNTVREIGYVHSDMGFDANSCAVLSATIGRKQSPDINOGVDRADPLE
QGAGDOGLMFGYATNETDVLMPAPITYAHRLVOROAEVRENGTLPWLRPDAKSQVTY
OYDDCEKIVGIDAVVLETOHSEETDOKSLOEAVMEET TKPILPAEWLTSATRKFFINPT
GRFVIGGPMGDCGLTGRRIIVDTYGGMARHGGGAF SGKDPSRKVDREAAYAARYVAKN
IVAAGLADRCEIOQVSYAIGVAEPTSIMVETFGTERVPSEQLTLLVREFFDLRPYGLT
OMLDLLHPIYRETAAYGHTGREHFPWEKTDRAQLLRDAAGLK

FIG. 8A

ATGGCAAAACACCTTTTTACGTCCGAGTCCGTCTCTGAAGGGCATCCTGACARAATT
GCTGACCAAATTTCTGATGCCGTTTTAGACGCGATCCTCGAACAGGATCCGAAAGCA
CGCGTTGCTTGCGAAACCTACGTAAARACCGGCATGGTTTTAGTTGGCGGCGRAATC
ACCACCAGCGLCTGGGTAGACATCGAAGAGATCACCCGTAACACCGTTCGCGAAATT
GGCTATGTGCATTCCGACATGGGCTTTGACGCTAACTCCTGTGCGGTTCTGAGCGCT
ATCGGCAAACAGTCTCOCTGACATCAACCAGGGLCGTTGACCETGCCGATCCGLTGGAA
CAGGGCGCGLETGACCAGGGTCTGATGTTTGGCTACGCAACTAATGAAACCGALCETG
CTGATGCCAGCACCTATCACCTATGCACACCGTCTGGTACAGCGTCAGGCTGAAGTG
CGTARAAACGGCACTCTGCCGTGGCTGCGLCCCGGACGCGARAAGCCAGGTGACTTTT
CAGTATGACGACGGCAAAATCGTTGGTATCGATGCTGTCGTGCTTTCCACTCAGCAL
TCTGAAGAGATCGACCAGAAATCGLTGCAAGAAGCGGTAATGGAAGAGATCATCAAG
CCRATTCTGCCCGCTGAATGGCTGACTTCTGCCACCAAATTCTTCATCAACCCGACC
GGTCETTTCOGTTATCGGTGGCCCAATGGETGACTGCEGETCTGACTGGTCGTARAATT
ATCGTTGATACCTACGGCGGCATGGCGCGTCACGETGGCGETGCATTCTCTGGTAAA
GATCCATCAAAAGTGGACCGTTCCGCAGCCTACGCAGCACGTTATGTCGCGARAAAL
ATCGTTGCTGCTGGCCTGGLCCGATCGTTGTGARATTCAGGTTTCCTACGCAATCGGC
GTGGCTGAACCGACCTCCATCATGCTAGAAACTTTCGGTACTGAGAAAGTGCCTTCT
GAACAACTGACCCTGCTGGTACGTGAGTTCTTCGACCTGCGCCCATACGGTCTGATT
CAGATGCTGGATCTGCTGCACCCGATCTACAAAGAAACCGCAGCATACGGTCACTTT
GGTCGTGAACATTTCCCGTGGGARAARACCGACARAGCGCAGCTGCTGCGEGATGLT

GCCGGTCTGAAGTAA
FIG. 8B
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GATATCCAGTTGACCCAGTCCC
CGAGCTCCCTGTCCGCCTCTGTGGGCGATAGGGTCACCATCACCTGCAGCGCAAGTCAGG
ATATTAGCAACTATTTAAACTGGTATCAACAGAAACCAGCGAARAGCTCCGAAAGTACTGA
TTTACTTCACCTCCTCTCTCCACTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATCCGGTTCTG
GCACGCATTTCACTCTCGACCATCAGCAGTCTGCAGCCAGAAGACTTCGCAACTTATTACT
GTCAACAGTATAGCACCCGTGCCOTGCACGTTTGCGACAGGGTACCAAGGTCGAGATCAAANC
GAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTG
GAACTGCTTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGT
GGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGETAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACA
GCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGLCCTGAGCTCGCCCETCACAAAGA
GCTTCAACAGGGGAGAGTGET

FIG. 18A

GAGGTTC
AGCTGETGGAGTCTGCGCGETGGLCTGOTGRCAGCCAGGGGGCTCACTCCGTITGTCCTGTG
CAGCTTCTGGCTACGACTTCACGCACTACGGTATGRACTGGGTCCGTCAGGLLCCGEGETA
AGGGCCTGGAATGGGETTGGATGGATTAACACCTATACCLGGTGAACCGACCTATGCTGLGG
ATTTCAAACGTCGTTTCACTTTTTCTTTAGACACCTCCAAAAGCACAGCATACCTGCAGA
TGAACAGCCTGLCGCGCTGAGGACACTGCCGTCTATTACTGTGCAAAGTACCCGTACTATT
ATGGGACGAGCCACTGGTATTTCGACGTCTGGGGTCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCCT
CGGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTG
GGGGCACAGCGGCLCTGEGRCTGCCTGETCAAGGACTACTTCLCCCGAACLGETGACGETET
CGTGGARCTCAGGCGLCCTGACCAGCGGLGTGCACACCTTCCCGGCTGTCLTACAGTCLT
CAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGA
CCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAAGTTGAGC
CCARATCTTGTCACARRACTCACCTC

FIG. 18B
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DIGLTOSPSSLSASVEDRVTITCSASODISNYLNWYQQKPGRAPRVLIYFTSSLHSGVES
RFSCSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOYSTVPWIFGOGTRVEIRRTVAAPSVEFIFPP
SDEQLRSGTASVVCLLNNFYPREARVORKVINALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LERADYERKHRVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

FIG. 21A

EVOLVESGGGLVOPGGELRLSCAASGYDFTHYGMNWVROAPGRGLEWYGWINTYTGEPTY
ARDFKRRFTFSLDTESRSTAYLOMNSLRAEDTAVY YCAKYPYYYGTSHWYFDVWGQGTLVY
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVRKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
OOSGLYSLESVVIVPSESLEGTQTY ICNVNHRPSNTRVDRRVEPKSCDRTHL

FIG. 21B

DIOVTOSESSLSASVGDRYVTITCITSTRIDDDMNWYOQRPGRVIKLLISGGNTLRPGVPS
RFSGSGSGTIDFTLTISSLOPEDVATYYCLOSDSLPYTFGRGTRVEIKRTVAAPSVFIFPR
SDECQLKSGTASVVCLLNNFYPREARVOWKVINALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LOKADYERHEVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC FIG 22A

EVOLVOSGPELKRPGASVEVSCKASGY TFTINYGMNWVROAPGOGLEWMGWINTY TGETTY
ADDFKCRIVEELODTEVSTAYLOISSLRADDTAVYYCEREGOVNNWCOGTLVTVSSASTRG
PSVFPLAPSSKETSGGTAALGCLVRDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSL
SEVVIVPSSSLOGTOTY ICNVNHRPSNTRVDREVEPKSCDRTHT FIG 223

DIOMTOSPSSLEASVGDRVTITCRSSOSLLYTSSORNY LAWY OQRPGRKAPKLLIYWASTR
BSGVPORFSGSGEGTDFTLTISSLOFEDFATYYCOOYYAYPRTFGOGTRVEIRRTVAAPS
VEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLANFYPREAKVOWKVINALQSGNSQESVTEQDSKDSTY S
LESTLTLSKADYERKHEVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC F I G 2 3 A

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGYTFTEYWLHWVROQAPGRGLEWVGMIDPSNSDTRF
NPNPRDRPTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCATYREYVIPLDYWEOGTLVTVSSA
STRCPSVIPLAPSSKSTSCLTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSCALTSGVHTFPAVLOSEG
LYSLESVVTVPSSSLETOTY ICNVNHRPSNTRVDRRVEPRECDKTHTCPPCPAPELLGGP
SYFLFPPPEPRKDTLMISRTPEVTICYVVDVSHEDPEVEFPNWYVDCGVEVHNAKTEFREEDYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYRCKVSNKALPAPTERTISKARKGOPREPQVYTLPPSREEM
TRNQVSLECAVEKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPEPVLDSDESFELVSKLIVDRESRWY

QONVFSCSVMHEATHNHYTORSLSLSPGR FIG 23B
-

DETHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPRPRDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTRKPREEQYNSTYRVVSVLTVLEQDWLNGKEYRKCRVSNKALPAPTERTISKAK
GOPREPOVYTLPPSREEMTRNQVELWCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYRTTPEVLDS
DGSFFLYSKLTVDRKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQRSLSLSPGK

FIG. 23C
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